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RESUMEN

Se ha realizado la cuantificacion de ciertos metales de interés como Zn, Cu, Mn y Fe, mediante la técnica de
espectroscopia de emisién atémica de plasma acoplado por induccién (ICP-AES), en muestras de vino a lo
largo de su fermentacion durante 345 dias. Los resultados obtenidos muestran la disminucién de las
concentraciones de Cu y Fe con el tiempo de fermentacion y que las concentraciones de Zn y Mn se
mantienen estables en el mismo periodo de tiempo. Asi mismo, se han llevado a cabo estudios
electroquimicos de complejacién con disoluciones tamponadas a pH 4 (similar al valor natural del vino) que
contenian un ligando modelo, la catequina, con el fin de verificar la aplicabilidad de la técnica de
voltamperometria de redisolucion anddica de pulso diferencial al estudio de muestras acondicionadas a ese
pH. Estos estudios han permitido establecer que la estequiometria de los complejos catequina:metal
formados es 1:1 tanto para el Zn como para el Cu. El comportamiento electroquimico de una muestra de vino
diluida y analizada de forma similar a la de estas disoluciones de ligando modelo, permite sugerir que una
parte importante de los ligandos naturales presentes en el vino, capaces de complejar al Zn y al Cu, tiene una
naturaleza muy similar a la de la catequina. Palabras clave: metales, redisolucion anddica, catequina, vino

ABSTRACT

Wine samples fermented up to a maximum of 345 days have been monitored, and concentrations of Zn, Cu,
Mn and Fe have been measured by inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-AES).
Results show a decrease throughout the fermentation time for Cu and Fe concentrations while Zn and Mn
concentrations remained stable for the same period of time. Electrochemical techniques were used to
perform complexation studies from pH 4 buffered solutions (pH of the wine) containing a model ligand,
catechin, to prove the applicability of differential pulse anodic stripping voltammetry (DPASV) technique
to study samples conditioned at the above mentioned pH. The stoichiometry found for the catechin:metal
complexes was 1:1 both for Zn and Cu. The electrochemical behaviour of a diluted wine sample subjected
to identical experimental conditions as those applied to the model ligand solutions, suggested that the
majority of the natural ligands present in wine, able to complex Zn and Cu, have a very similar structure to

that of catechin. Keywords: metals, stripping voltammetry, catechin, wine.

Introduccion

El vino es, desde el punto de vista quimico, una
matriz muy compleja debido a la gran cantidad de
compuestos organicos e inorganicos que lo
componen, siendo todas estas sustancias las
responsables de sus tan apreciadas propiedades
organolépticas. La mayor parte de los estudios
realizados hasta el momento se ha centrado en la
parte organica de los vinos atribuyéndose, por
ejemplo, a los compuestos polifendlicos (anto-

cianinas, taninos, catequinas, ...) las diferencias en
color y sabor observadas entre vinos tintos y
blancos®. De hecho, el color es uno de los aspectos
organolépticos mas importantes de un vino ya que,
junto con su contenido alcohdlico, son las dos
variables analizadas a la hora de establecer el valor
econodmico de un vino.

En el caso de los vinos tintos, el color depende
principalmente de su composicion fendlica, siendo
las antocianinas los compuestos responsables de
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su color rojo-azulado. Estas moléculas son muy
reactivas 'y pueden sufrir reacciones de
descomposicion y combinacién a lo largo del
proceso de vinificacién, que afectaran al color final
del vino®.Ademas, algunas de estas moléculas
presentan un grupo orto-difenol unido al anillo
aromatico, lo que les permitird complejar algunos
cationes metalicos como AI**, Fe**, Cu**, Mg*,
induciendo un efecto batocromico observable al
registrar el espectro correspondiente®>. Los taninos
también pueden sufrir reacciones de complejacion
similares que daran lugar a la llamada “quiebra
azul™*>. Otros autores también han confirmado la
importancia de los complejos metal-polifenol ya
que pueden afectar y distorsionar los equilibrios
naturales existentes en el vino, dando lugar a
modificaciones en su color®®

Sin embargo, hay que mencionar la presencia de
otros procesos de complejacion que involucran
antocianinas y polifenoles, dando lugar a procesos
de copigmentacion que afectan al color final del
vino, originando nuevamente desplazamientos
batocrémicos o hipercrémicos en funciéon de los
compuestos participantes en los complejos, que
pueden ser &cidos cinamicos, flavonoles y flavonas
glicosiladas®.

Con respecto a los estudios realizados con
polifenoles, Chicon y colab. determinaron la
evolucion del contenido en antocianinas a lo largo
de los 7 primeros dias de fermentacion, para un vino
variedad Tempranillo™. Los resultados obtenidos
mostraron un aumento continuo de la concentracion
de estos compuestos durante el periodo de tiempo
estudiado. De manera similar Esparza y colab.
realizaron un estudio mas completo al analizar
muestras tomadas a lo largo de un proceso de
fermentacion de 1 afio, encontrandose relaciones
metal-polifenol de gran interés’’. Ademas de
estudiar la evolucion del contenido en polifenoles
totales e individuales con el tiempo, los autores
realizaron la separacion cromatogréfica de una de
las muestras de vino con el fin de determinar la
posible agrupacion polifenol individual-metal en
alguna de las fracciones obtenidas. Se observd una
elevada correlacion entre la antocianina cianidin-3-
glucésido, y los metales Zn'y Cu.

Los resultados alcanzados evidencian el papel
relevante de los metales tanto en la redistribucion de
los equilibrios a lo largo del proceso de
fermentacion, como en las propiedades finales de
los caldos. En este sentido, es conocido que metales
tales como Fe, Cu, Mn y Zn, presentes en uvas,
pueden actuar como catalizadores de sistemas
biol6gicos, promotores de ciertas enzimas, o
participar en reacciones redox necesarias para el
metabolismo de algunas células'®. Ademas, su
presencia juega un papel muy importante en la
estabilidad, color, claridad, e incluso afectan a las
caracteristicas organolépticas de los vinos. Asi, el
Zn se relaciona con la persistencia del sabor agrio
del vino, el Fe con la alteracion de su sabor y el Pb
con su posible toxicidad™.

De todo lo anterior se deduce la importancia de
conocer el contenido en metales de los vinos y asi
se han realizado estudios de distintas variedades y
origenes que permiten conocer los intervalos de
concentracion mas habituales en los que se
encuentran estos elementos™®. La mayor parte de
los estudios reportados se han realizado mediante
espectroscopia de absorcién atomica (AAS) e ICP-
AES.

Por otro lado, la identificacion y cuantificaciéon de
metales en vino se ha considerado de gran interés ya
que permite la definicion de lo que se Ilama “huella
dactilar” de cada uno de ellos, lo que permitira
verificar en cada caso su Denominacion de Origen.
Esta “huella” manifiesta que la composicion del
vino estd fuertemente influida por los factores
relacionados con el éarea especifica de produccion
(variedad de uva, suelo y climatologia, levaduras y
practicas de cultivo y vinificacion), por lo que
siempre habrd metales caracteristicos para cada
zona de cultivo. En este sentido, se han publicado
estudios de vinos procedentes de Galicia (Ribeira
Sacra)*’ y Grecia™ mediante las mismas técnicas ya
mencionadas (AAS e ICP-AES).

Si bien la distribucion de los metales en las distintas
partes de la uva (semillas, pulpa y piel)*®? es bien
conocida, su evolucion a lo largo del proceso de
maduracion de las uvas y de fermentacién del vino
ha sido poco estudiada.
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Las técnicas electroquimicas también se han
empleado con cierta frecuencia durante los ultimos
afios para la realizacion de estudios de metales
pesados en vinos. Las técnicas de redisolucion,
tanto voltamperométricas como potenciométricas,
han sido las mas empleadas, permitiendo llevar a
cabo la determinacion de la concentracion de metal
total?**® y/o metal 14bil***" en la muestra, en
funcién del tratamiento a que se haya sometido la
misma. En todos ellos, los equilibrios naturales
existentes en el vino se ven necesariamente
modificados, puesto que recurren a la digestion,
acidificacion y/o dilucion acuosa sin control del pH
final. Estudios previos llevados a cabo con respecto
al efecto de la dilucibn sobre parametros
croméaticos® concluyeron que la dilucién sin
tamponar conduce a la distorsion del estado natural
del vino.

En el presente trabajo se pretende mostrar la
evolucion de la concentracién total de Fe, Cu, Zny
Mn en muestras de vino tomadas a distintos tiempos
de fermentacion, para un periodo de vinificacion de
un afio, medidas mediante ICP — AES tras su
digestion. Ademas, se estudiara el estado de
complejacion metal-antocianina median-te técnicas
electroquimicas. Para ello se escogera un
compuesto modelo, catequina, de estructura similar
a una de las antocianinas mayoritarias en el vino,
cianidin-3-glucésido, que estd especialmente
asociada a Cu y Zn*. A diferencia de lo reportado
hasta el momento, nuestro interés es poder efectuar
un seguimiento de la complejacién sin alterar los
equilibrios naturales existentes en las muestras. Por
ese motivo se escoge un medio tamponado de pH a
un valor muy préximo al del vino®. El estudio se
completara con el andlisis de una muestra de vino,
tratada del mismo modo que la catequina, con el fin
de verificar si el procedimiento es valido para
muestras reales.

Parte experimental

1.-Reactivos: Acido nitrico sub — boiling, obtenido
a partir de acido nitrico 53% PA, Panreac. Agua
ultrapura de calidad Milli-Q  (resistividad
<18MQ.cm™?) (Waser-lab G.R. Type I-reagent
grade-water system; Millipore). Estdndares de Zn,
Cu, Fe y Mn (Certipure Merck de 1000 ppm cada
uno). Alcohol etilico 99%, Oppac. Acido acético

glacial 100%, Merck (Suprapur). Acetato sodico,
Merck (Suprapur). (+)-Catequina (3,3’,4’,5,7-penta-
hidroxiflavano), Fluka. Fosfato disodico anhidro
PA, Panreac. Fosfato monosodico dihidrato,
Panreac

2.-Instrumentacion: Microondas:Ethos Plus
(Milestone), con rotor segmentado de alta presion y
sensor de temperatura modelo HPR-1000/10S.
Vasos de Teflon® (referencia P/N 34040) con tapas
(referencia P/N  35140), platos adaptadores
(referencia P/N 34306), anillos de seguridad
(referencia P/N 35148), revestimientos de seguridad
(referencia P/N 34119) y rotores segmentados para
ATC-400 (referencia P/N 50212). Espectrometro
ICP — AES: ISA-Jobin Yvon JY 38S. Bafio
Ultrasénico: Elma Ranssonic 310. Medidas
electroquimicas: 746 Metrohm Trace Analyser
acoplado a una celda 747 VA Stand, que fue
empleado para monitorizar la complejacion de Zn.
Autolab PGSTAT 12 (EcoChemie) acoplado a una
celda 663 VA Stand, que fue utilizado para el
andlisis con Cu.

3.-Muestras: El estudio fue realizado con muestras
de vino tinto obtenidas a partir de uva Vitis vinifera
de variedad Tempranillo de Navarra (Espaiia)
obtenidas en una parcela experimental y controlada
por la Estacién de Viticultura y Enologia de
Navarra (EVENA). Las muestras se tomaron desde
el primer dia de fermentacion hasta el dia namero
345 y se prepararon a partir de 800 kg de uvas que
fueron procesadas en EVENA siguiendo los
procedimientos habituales de elaboracion de vino.
Durante los primeros 15 dias de fermentacion, las
muestras se tomaron diariamente; el muestreo fue
semanal durante las cuatro semanas siguientes y en
adelante fue mensual. A partir del dia 160 de
fermentacion, para el cual las fermentaciones
alcohdlica y malolactica han finalizado, el vino
obtenido fue transferido del tanque de fermentacion
a dos barricas de roble americano. Antes de
introducir el vino en las barricas de roble, una mitad
fue clarificada y filtrada mientras que la otra mitad
fue introducida en la barrica manteniendo los
hollejos y semillas de las uvas. Por lo tanto, a partir
del dia 160 se tomaron las muestras por duplicado,
correspondiendo cada una de ellas a una barrica
distinta.
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4.-Procedimiento analitico:

4.1.- Digestion de las muestras: Antes de determinar
el

contenido en metales de las muestras, éstas fueron
digeridas por microondas. Se emplearon volimenes
de 1.5 mL de las muestras de vino a los que se
afiadieron 8 mL de HNO3. Cada una de las muestras
fue digerida por triplicado. El programa de
temperaturas y potencia aplicado por el microondas
fue el siguiente:

Paso 1: 0-90°C durante 9 min a 1000W
Paso 2: 90°C durante 5 min a 1000W

Paso 3: 90-120°C durante 8.5 min a 1000W
Paso 4: 120-170°C durante 6 min a 1000W
Paso 5<. 170°C a 1000W

Una vez enfriadas a temperatura ambiente, las
muestras se llevan a un volumen final de 10 mL con
agua ultra pura.

4.2.- Medidas de ICP-AES: Se prepararon rectas de
calibrado para Fe, Cu, Zn y Mn a partir de sus
estandares concentrados manteniendo la proporcion
de 4cido que contienen las muestras digeridas.

Las condiciones instrumentales empleadas para
cada uno de los cuatro elementos fueron las
mostradas en la tabla 1.

Tabla 1: Condiciones experimentales empleadas par
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5.-Estudios electroquimicos:

5.1. Preparacion de las disoluciones: Las
disoluciones estandar de Zn'y Cu se prepararon por
dilucion en tampdn acético-acetato (etanol 8%) a
pH 4 de sus estandares concentrados.

Las disoluciones concentradas de (+)-Catequina
(3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavano) se prepararon en
tampon acético-acetato (etanol 8%) a pH 4 después
de disolver el compuesto en un bafio de ultrasonidos
durante unos 10 min. A partir de esta disolucion
madre se prepararon por sucesivas diluciones las
disoluciones de concentracion adecuada.

En el caso de las medidas realizadas a pH 8, tanto
las disoluciones concentradas de catequina como de
patrones de Zn y Cu, se prepararon en tampon
fosfato a pH 8.

5.2. Procedimiento: La técnica electroquimica
aplicada fue la voltamperometria de redisolucion
anddica de pulso diferencial. El procedimiento
empleado consiste en colocar en la celda
electroquimica la disolucion a estudiar, purgarla
durante 10 min mediante el paso de una corriente de
nitrogeno y hacer adiciones sucesivas de la
disolucion de Cu o Zn. Después de cada una de las
adiciones de metal, y antes de realizar la medida, se

a la realizacion de las medidas de ICP - AES

Metal

Zn Fe Cu Mn
A (nm) 213.856 238.204 324.754 257.610
Flujo de gas del plasma 12 12 12 12
interior (L/min)
Flujo de gas del plasma 0.3 0.3 0.3 0.3
exterior (L/min)
Presion del nebulizador (bar) 2.6 2.6 2.6 2.6
Flujo de gas del 0.45 0.45 0.45 0.45
nebulizador(L/min)
Tiempo de integracion (s) 0.5 0.5 0.5 0.5
Modo de lectura Modo 2 Modo 2 Modo 2 Modo 2
Numero de puntos 9 9 9 9
Intervalo de Calibracion 0-1.2 0-3 0-1.2 0-1.2
(ng/L)
Recta Calibrado y=737.9x+58.81  y=246.1x+46.1  y=712.6x+119.1 y=690.9x+18.8
Coeficiente Correlacion 0.9999 0.9986 0.9999 0.9999
Limite de Deteccion (ug/L)? 0.0063 0.034 0.0002 0.0021
Limite de Cuantificacion 0.021 0.115 0.0007 0.007
(ng/L)*

% Los limites de deteccion y cuantificacion se han
(BEC) y siguiendo el procedimiento establecido por

calculado utilizando la concentracion equivalente de fondo
Thomson y colab.*
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acondiciona la disolucion durante el tiempo
necesario (30 min para Zn y 60 s para Cu) y a
continuacion  tiene  lugar la  etapa de
preconcentracion o acumulacion. En ambos casos
(Zn 'y Cu) se ha empleado un tiempo de
acumulacion, t,c, de 60 s, en todas las medidas
realizadas Los potenciales aplicados durante el
periodo de acumulacion fueron de -1.200 V para Zn
y -1.200 6 -0.600 V para Cu. En ambos equipos se
ha utilizado el maximo tamafio de gota. Respecto a
las condiciones de medida, se han aplicado unas
velocidades de barrido de 20 y 25 mVs™ para Zn y
Cu, respectivamente. Todas estas condiciones fueron
optimizadas por los autores.
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Con el fin de verificar que las condiciones de
medida aplicadas a las muestras del ligando modelo
son también vélidas para muestras reales, se ha
estudiado el comportamiento de la muestra
correspondiente al dia 21 de fermentacion, cuya
concentracion total de metales fue determinada en
la primera parte del trabajo, comprobandose que
esas condiciones son perfectamente aplicables.
Discusidn y resultados

1.- Evolucién del contenido total de metales a lo
largo de un afio de vinificacion

El estudio se realiz6 a partir de 32 muestras que
cubrieron un periodo de vinificacién de 345 dias.
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Figura 1: Evolucion del contenido total en A = Zinc; B = Cobre; C = Manganeso; D = Hierro, con el tiempo de

vinificacion.
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Los resultados se muestran en la figura 1 (en la
figura sélo se reflejan los 70 primeros dias de
fermentacion, ya que es en estos dias donde se
observan méas cambios, manteniéndose a partir de
entonces los valores practicamente constantes).
Como puede verse, el comportamiento mostrado por
cada uno de los metales es distinto. En el caso de Cu
y Fe, sus concentraciones muestran un descenso
importante  durante los 5 primeros dias,
ralentizandose la velocidad de decrecimiento hacia
los 10 dias, tiempo a partir del cual se alcanza un
valor  de  concentracion  constante. Las
concentraciones de Mn y Zn muestran una ligera
variacion con el tiempo, manteniéndose
practicamente constantes a valores 0.5 y 1 mg/L
respectivamente. Hasta ahora, no se ha encontrado
en la bibliografia pueden ocurrir dos fendmenos
muy conocidos en el mundo de la enologia, que son
las quiebras férrica y cuprica®>. El hierro férrico
puede reaccionar con los compuestos fendlicos y dar
un complejo que en unprincipio es soluble y al poco
tiempo flocula dando lugar a una precipitacion
(quiebra férrica). La quiebra cuprica, por su parte,
esta relacionada con la reduccién del Cu®* y su
posterior precipitacion en estado coloidal en forma
de sulfuro de cobre.

Para que se verifique esta quiebra cuprica, se
requiere una concentracion minima de cobre de 0.5
mg/L. Como puede apreciarse en la figura 1, durante
los primeros dias de fermentacion la concentracion
de este elemento es muy superior a este valor, por lo
gue es razonable considerar que este proceso es el que
provoca la disminucion de este pardmetro con el tiempo
de fermentacion hasta alcanzar un valor inferior a 0.5
mg/L.

Una vez superados los primeros dias de
fermentacion en los que se aprecian los cambios mas
notables, se comprueba que la concentracion de
todos los metales estudiados se mantiene estable a lo
largo del tiempo, sien-do los valores alcanzados
acordes con los encontrados en la bibliografia para
vinos tintos (Fe: 1 — 5 mg/L, Cu: 0.01 — 1 mg/L, Zn:
0.5-3.5mg/L y Mn: 1 -6 mg/L)***. En el caso del
manganeso, los valores obtenidos son algo mas
bajos de lo reportado en la bibliografia, pero hay que
tener en cuenta que se trata de uno de los elementos
caracteristicos de cada region geografica y que
intervienen en la llamada “huella dactilar”, por lo

que los valores se ven condicionados por las
caracteristicas edaficas de la region de procedencia.

Uno de los objetivos del trabajo es comparar el
comportamiento del vino después de haber sido
transferido a las barricas de roble, dependiendo de
si ha sido filtrado y clarificado previamente o de si
contintia acompanado por los hollejos y semillas de
la uva. Las diferencias encontradas entre ambos
tipos de muestras son poco significativas,
indicando que desde el dia 160 hasta el 345 de la
fermentacion no tiene lugar ningun tipo de
extraccion de los metales de las pieles o de las
semillas. De todos modos, estas muestras seguiran
siendo analizadas durante un periodo de
fermentacion de hasta 2 afios para detectar
cualquier pequefia diferencia que pudiera ocurrir
durante este tiempo.

2.- Estudios electroquimicos
2.1.- Ligando modelo: Catequina

Esquema 1: Estructura de la catequina utilizada
para este estudio: (+)-catequina:2R,3S

conocida del ligando modelo en la celda
electroquimica y adicionando cantidades crecientes
de Zn y Cu a la disolucion. Después de esperar un
tiempo de equilibrado adecuado al metal objeto de
estudio, se procedid a la preconcentracion del metal
durante 60 s con el objeto de obtener un deposito
de metal amalgamado sobre la superficie del
electrodo de mercurio. A continuacién, se aplico un
barrido de potencial en sentido positivo que
provoco la oxidacion y redisolucion del metal, que
es la parte del procedimiento que permite evaluar el
proceso de complejacion. Cuando el ligando esta en
exceso y se aflade una determinada cantidad de
metal, tiene lugar un proceso de equilibrado inicial
entre ambos, de manera que la acumulacién
electroquimica del metal en la superficie del
electrodo puede  describirse como un
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proceso competitivo con el de formacion del
complejo:

ML + 2" 5 M(Hg)® + L

Las sefiales voltamétricas registradas a partir de este
analisis son procesadas de acuerdo a los algoritmos
de Langmuir y Scatchard®™ y si se consigue
linealizar los datos obtenidos a partir de la
valoracion con Zn y Cu, esto querra decir que nos
encontramos frente a complejos disociables de
relacion estequiométrica 1:1 M:L.

Los primeros experimentos realizados para estudiar
la redisolucion de Zn después de adiciones
sucesivas de cantidades conocidas de metal, no
dieron buenas curvas de valoracion con ninguno de
los tres ligandos modelo, lo que sugirié que la
formacion de los complejos Zn-ligando requiere un
cierto tiempo de equilibrado des-pués de la adicion
del metal y antes de realizar su preconcentracion
sobre mercurio. Se observo que es necesario esperar
tiempos de equilibrado relativamente altos (hasta 30
min) para poder estudiar electroqui-micamente la
competicion entre el ligando y el mercurio por el
Zn. Por otro lado, los estudios realizados con Cu
mostraron que el metal forma complejos
rapidamente con los ligandos elegidos, aplicandose
un tiempo de equilibrado de no méas de 3 minutos,
en todos los casos.
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La figura 2 muestra las curvas de valoracion
obtenidas para catequina con Zn y Cu, en tampon
acetato a pH 4.0. En ambos casos se observan dos
tramos lineales que corresponden a catequina en
exceso Y al exceso de Zn o Cu respectivamente. La
concentracion a partir de la cual tiene lugar este
cambio de pendiente correspondera a la cantidad de
metal necesario para saturar completamente los
sitios de unidon de la catequina. Como puede verse
en la figura 1, la concentracion condicional de Zn
([Zn]’) que provoca la saturacién del ligando es de
aproximadamente 1.50 pM, resultado que se
aproxima mucho a la cantidad de catequina
introducida en la celda electroquimica (1.45 uM).
De igual manera, en el caso del Cu se introdujo en
la celda una concentracion de catequina de 0.58 uM
y la curva de valoracion para este metal cambia su
pendiente para un valor de 0.60 pM. Estos
resultados parecen indicar que la estequiometria de
los complejos formados con catequina en estas
condiciones es de 1:1.

Para confirmar esta hipotesis se procesaron todos
los resultados obtenidos empleando por un lado el
algoritmo  de linealizacion de  Langmuir®,
tedricamente  deducido y aplicable s6lo a
estequiometrias 1:1 y, por otro lado el de Scatchard
que, siendo aplicable nuevamente al mismo tipo

B

y=0.1473x- 0,036 A
R2=09971

y=0.1013x+4E-05
R2=09943

1 2 3 4 5
Cu (uM)

Figura 2.- Curvas de valoracion obtenidas para dos disoluciones de catequina preparadas en tampdn acetato a pH
4, a las que se ha afiadido cantidades crecientes de: A) Zn ([catequina]= 1.45 uM); B) Cu ([catequina]= 0.58 uM)



12 J.M. Fernandez, |I. Esparza, C. Santamaria /Avances en Quimica, 1 (1), 5-15 (2006)

de estequiometrias, es capaz de detectar hasta dos
poblaciones distintas de ligandos. En ambos casos
se obtuvieron lineas rectas para los dos metales, lo
que confirma la formacion de complejos 1:1 en las
respectivas disoluciones. Los resultados obtén-dos
se muestran en la Tabla 2, siendo resefiable la
similitud existente entre los datos calculados a partir
de ambos algoritmos.

Tabla 2.- Constantes condicionales de formacién (log

K’mu) calculadas a partir lo los algoritmos de
Langmuir y Scatchard para Zny Cu.

Langmuir  Bcatchard
Zn 5.52 6.05
Cu 4.55 4.65

Con el objeto de verificar que los metales en
disolucién de tampdn acetato a pH 4.0 se depositan
libremente sobre el electrodo de mercurio, se
registraron curvas de valoracién en ausencia de
ligandos (resultados no mostrados) para Zn y Cu.
Los valores de las pendientes de las curvas
obtenidas  fueron muy similares a los
correspondientes a las segundas pendientes
registradas en presencia de catequina, lo que
implica que el anion acetato presente en la
disoluciéon  tampon no interviene en la
preconcentracion de los metales sobre el electrodo,
es decir, que el acetato no actia como ligando para
A

1.2 4

1 y =0.3791x - 0.1466
R2=0.9969

- y =0.268x +0.0303
R2=0.9966

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0.5 1 15 2 25 3 35

Zn (M)

Zn o Cu, como habia sido mencionado
anteriormente®.Por otro lado, la estructura de la
catequina muestra la presencia de una gran cantidad
de grupos OH, susceptibles de ser protonados o
desprotonados en funcion del pH de la disolucion.
Los estudios mostrados hasta este momento, fueron
realizados a pH 4.0, que es el pH natural del vino,
por lo que las estequiometrias de complejacion
calculadas anteriormente si serian asimilables a
muestras reales de vino. Sin embargo, se ha
considerado de interés realizar un estudio preliminar
similar a los realizados hasta este momento, pero a
un pH de 8. El objetivo fue comprobar si la posible
desprotonacion y la consiguiente modificacion en la
estequiometria de los complejos puede ser
monitorizada electroquimicamente.

La figura 3 muestra las curvas de valoracion
registradas en una disolucion de tampén fosfato a
pH 8, en las que las concentraciones de ligando
empleadas fueron de 1 uM para el caso del Zny de
0.6 uM para las adiciones de Cu.

Los resultados mostrados por dichas curvas de
valoracion indican una diferente  relacion
estequiométrica entre el ligando y los metales
afiadidos, si se comparan dichos resultados con los
obtenidos a pH 4. Asi, la curva de valoracion
registrada para el Zn, muestra el punto de corte
entre ambas pendientes a un valor de aproximada-

0,9 - B
0,8
0,7
21 0,6 -
= 05 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ T ‘
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Cu (uM)

y =0,2368x - 0,2791
R?=0,985

y = 0,0854x - 0,0103
R? =0,9975

T T T 1

Figura 3.- Curvas de valoracién obtenidas para dos disoluciones de catequina preparadas en tampdn fosfato a pH 8, a las que se
ha afiadido cantidades crecientes de: A) Zn ([catequina]=1 uM); B) Cu [catequina]=0.6 uM)
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mente 1.5 uM, lo que quiere decir que es necesario
afladir esa concentracion de Zn para saturar
completamente una concentracion de catequina de 1
uM, lo que implica que, en este caso la relacion
molar Zn:catequina es de 3:2. En el caso del Cu, los
resultados muestran una situacién similar puesto
que es necesario afiadir una concentracion de casi
1.8 uM para saturar una totalmente una
concentracion de catequina de 0.6 uM, lo que indica
que la relacion molar entre ambos es, en este caso,
de 3:1.

Este incremento en la presencia de ndmero de
moléculas de metal en los complejos formados a
este pH, puede explicarse por la mas que probable
desprotonacién sufrida por los grupos OH presentes
en este polifenol, como ya ha sido indicado en la
literatura’. La principal consecuencia de esta
desprotonacién serd la generacién de una mayor
cantidad de puntos en los que habra acu mulada una
cierta densidad de carga negativa (aparicion de
grupos carbonilo por la reordenacion de los dobles
enlaces de la molécula) que los hara mas atractivos
a los cationes presentes en la disolucion.

a
07 -
y=0.156x+00119
06 | R2=0.9988
05 |
04 |
30.3 1
02 |
o1 ! y=0.109x+0.1116
: R2=0.997
O T T T T
0 1 2 3 4
Zn (UM)

Estos resultados demuestran que la técnica empleada
es lo suficientemente sensible como para poder
detectar variaciones estructurales de los ligandos,
inducidas -en este caso- por la variacion del pH.Esta
sera, por lo tanto, la principal justificacion de las
diferencias encontradas entre las estequiometrias en
funcidon del pH. En el caso de las medidas realizadas a
pH 4, el hecho de que la molécula de catequina
compleje Unicamente un atomo de Zn o de Cu es
debido a la disposicién adoptada por la molécula
organica y el aomo de metal. Estudios teoricos
realizados anteriormente por Esparza y colab.®
demostraron que la molécula de catequina, adopta a
pH 4 una disposicion plegada que es capaz de
albergar en su interior inicamente un dtomo de Zn o
Cu. Sin embargo, la aparicion de zonas de densidad
de carga negativa generada por la desprotonacion de
los grupos OH a pH 8, provocara fuerzas de repulsién
entre las distintas partes de la molécula, impidiendo
un plegamiento similar al encontrado a pH 4, lo que
permite la complejacion de mas de un atomo de
metal.

b
020 -
0.16 - y=0.0564x - 0.0097
012 1
—_
<
2
008 |
0.04 - y=00377x+0.009
R2=09945

0.00 - T T T T T T 1
00 05 10 15 20 25 30 35

Cu (M)

Figura 4.- Curvas de valoracion obtenidas para una muestra de vino preparada a dilucion 1:10 con tampon
acetato a pH 4, a las que se ha afiadido cantidades crecientes de: a) Zn; b) Cu. La muestra de vino corresponde al

dia 21 de fermentacion.
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2.2.- Muestra de vino

Una vez conocido el comportamiento
electroquimico del ligando modelo frente a la
presencia de metales como Zn y Cu, se decidio
repetir el estudio con una muestra de vino real.
Para ello se emplearon las condiciones
electroquimicas optimizadas para la catequina
para ambos metales y se aplicaron a una muestra
de vino correspondiente al dia 21 de fermentacion
que fue diluida 10 veces con el tampdn acetato a
pH 4. La razon por la que se empled este tampdn
es que no es posible medir directamente muestras
de vino concentradas, debido a la gran cantidad de
materia organica que contienen y que se adsorbe
répida e irreversiblemente sobre la superficie del
electrodo de mercurio. Se ha comprobado que una
dilucion 1:10 es suficiente para poder registrar
curvas de valoracion mediante la adicion de
metales; por otra parte, la utilizacién de un medio
tamponado a un pH préximo al del vino no afecta
a los equilibrios naturales de la muestra, como ha
podido comprobarse anteriormente?.

Al igual que se hizo con la catequina, se
prepararon dos muestras de vino a dilucion 1:10, a
las que se adicionaron Zn y Cu respectivamente.
La figura 4 muestra el aspecto de dichas curvas de
valoracion. A la vista de las curvas, es
sorprendente verificar que, a pesar de la
complejidad quimica de las muestras y de la
cantidad de posibles ligandos naturales que puede
haber presentes, ambas muestras se comportan de
forma muy similar a las muestras sintéticas
estudiadas anteriormente, presentando dos tramos
rectos de distinta pendiente, cuyo punto de
interseccion  corresponde nuevamente a la
concentracion de metal que es necesario afadir
para saturar totalmente la capacidad complejante
de los ligandos presentes. Estos resultados hacen
suponer que la mayoria de los ligandos comple
jantes presentes en los vinos son compuestos
organicos muy similares a la catequina que -no en
vano- es el polifenol mas abundante en este tipo
de matrices.

Conclusiones

De entre todos los metales presentes en un vino se
han escogido cuatro (Zn, Cu, Fe y Mn) y cuantificado
a lo largo del proceso de fermentacion. A partir de
estos resultados, se pueden establecer dos tipos de
comportamientos: el de Cu y Fe, cuya concentracion
disminuye ostensiblemente a lo largo de los primeros
dias de fermentacién (posiblemente debido a
reacciones de precipitacion), y el de Zn y Mn, cuyas
concentraciones se  mantienen  practicamente
constantes a lo largo de los 345 dias de vinificacion
estudiados.

El estudio electroquimico realizado con la catequina,
cuya estructura es muy similar a la del polifenol mas
abundante en el vino, ha permitido determinar que, al
pH del vino, ésta molécula forma complejos con Zn'y
Cu de estequiometria 1:1, mientras que a pH 8 se
producen cambios en su estructura que alteran dicha
estequiometria, que pasan a ser 3:2 y 31,
respectivamente. La voltamperometria de
redisolucion ~ anddica ha  demostrado  ser
suficientemente sensible como para detectar dichos
cambios estequiométricos.
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