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1. Introduccion

La calidad de los vinos asi como sus propiedades organolépticas, pueden estar influenciadas por
la cantidad de iones inorganicos que contienen. La presencia de distintos iones se debe tanto a la
composicion natural de los productos de partida como al procedimiento de fabricacion. Es por
ello que la determinacidn de algunas especies metalicas es indispensable.

El hierro se encuentra presente naturalmente en uvas y mostos, su concentracién puede variar
entre 0.5y 20 mg I". La importancia de la determinacion de Fe(l1) en vinos, se debe a que esta
especie es susceptible a sufrir procesos de oxidacion durante la maduracién del vino, este hecho
se relaciona con la calidad del proceso de produccion. Cuando el vino es producido en
condiciones adecuadas (protegido del aire), éste posee caracteristicas reductoras, por lo que el
hierro tendra concentraciones por encima de 20 mg L™ y se encontrara principalmente como
Fe(Il) [1].

La determinacion de hierro en vinos es realizada por diversas metodologias analiticas, tales como
espectroscopia de absorcién atémica, técnicas electroquimicas y su acoplamiento como
detectores a la cromatografia de intercambio idnico. Sin embargo las técnicas
espectrofotométricas dada su selectividad y sencillez siguen siendo las mas utilizadas. EI método
descrito en esta comunicacion se basa en la determinacion colorimétrica a 515 nm del complejo
formado entre el Fe(ll) y la 1,10-fenantrolina [2].

2. Experimentacion

2.1. Reactivos y disoluciones

Todas las disoluciones fueron preparadas disolviendo el respectivo reactivo en agua desionizada
con una conductividad especifica menor de 0.1 pS cm™. Una disolucién patrén de 1.00 g I de
Fe(ll) se prepard disolviendo Fe(NH4)2(SO4)2:6H,0 en HCI 0.1 mol I*; esta disolucién es
renovada semanalmente. Las distintas disoluciones estandar fueron preparadas diariamente
mediante dilucion de la disolucion patrén, las disoluciones finales contenian un 11 % de etanol el
cual se adiciono con la finalidad de simular la matriz analitica de las muestras de vino. Se utilizé
una disolucién trasportadora compuesta por tampén de acetatos (pH 4.2, 1.0 mol 1) y 1,10-
fenantrolina (1.00 x 10 mol I™) para todos los experimentos. Las muestras de vino blanco de
distintas denominaciones de origen fueron adquiridas en establecimientos comerciales. Con la
finalidad de evitar la oxidacién del Fe(ll) a Fe(lll), las muestras fueron abiertas segundos antes
de ser analizadas e inyectadas sin tratamiento previo.

2.2. Equipo

El sistema FIA desarrollado para la determinacion de Fe(ll) (Figura 1) consta de una bomba
peristaltica de 4 canales (Gilson, Minipuls 3) con tubos de la misma marca. La introduccion de
las muestras y patrones en el flujo del transportador se realizé utilizando una valvula de inyeccion
de cuatro vias Rheodyne. Los diferentes componentes del montaje se unieron entre si por tubos
de teflon de 0.8 mm de diametro interno de la marca Omnifit, ligadores y terminales Gilson.
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El registro de las sefiales analiticas se realizo utilizando un espectrofotometro Perkin-Elmer
modelo lambda 40 acoplado a una celda de cuarzo de 18 ul de volumen interno y 1 cm de paso
optico.
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Figura 1. Esquema del montaje FIA utilizado DT, disolucién
transportadora; M, muestra; BP, bomba peristéltica; Q, caudal;
V, wvalvula de inyeccién; R, reactor; D, detector
espectrofotométrico; W, desecho.

2.3. Metodologia

El sistema de analisis en flujo optimizado comienza con la inyeccion de 100 pl de muestra en la
disolucién transportadora que fluye por el canal DT (Fig. 1) con un caudal de 1.4 ml min™, la
muestra se mezcla en un reactor de 140 cm donde tiene lugar la formacion del complejo entre
Fe(I1)-1,10-fenantrolina que es posteriormente detectado a 515 nm.

3. Resultados y discusion

3.1. Optimizacidn de las variables del sistema de flujo

Los parametros del sistema FIA se optimizaron para permitir realizar la determinacion de Fe(ll)
en las concentraciones presentes en las muestras y obtener la maxima sensibilidad. El contenido
de Fe(ll) en las muestras serd variable, por lo que hay que optimizar el sistema para que nos
proporcione medidas secuénciales con buenos ritmos de muestreo y adecuada reproducibilidad.
Segun estudios reportados, los principales pardmetros operacionales correspondientes al sistema
FIA: caudal de la disolucién transportadora, volumen de inyeccién y longitud del tubo donde
ocurre la dispersion (reactor), son los principales factores que afectan significativamente la
respuesta de los detectores espectrofotométricos [3].

Para optimizar los parametros del sistema de flujo se utiliz6 un método clasico. En el disefio
clasico se investiga por turno la respuesta de cada variable, mientras se mantienen constantes
todas las demas.

3.1.1. Caudal

Se estudi6 la variacion del caudal a 0.4, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.7 y 2.0 ml min™. La repetitividad de
la sefial expresada en % DER en funcidn al caudal aplicado (en disoluciones acuosas) se presenta
en la Tabla 1, en la que podemos observar que la repetitividad de las sefiales de 5y 15 mg I™* es
minima cuando se trabaja a un caudal de 1.4 ml min™, por ello se elige como el caudal de trabajo
mas adecuado. Los demas parametros se mantuvieron constantes en valores de volumen de
inyeccion, 100 ul; longitud del reactor 60 cm.
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Tabla 1. Repetitividad de la sefial analitica de Fe(ll) expresada como %DER (n=3)

Caudal Repetitividad (% DER, n=3)
(mlmin™)  5mgl? 15mg I
0.4 4.87 1.23
0.8 0.34 4.56
1 2.30 3.07
1.2 4.73 2.29
14 0.08 0.07
1.7 1.80 0.44
2 3.53 1.94

3.1.2. Volumen de inyeccion

Una vez fijado el caudal a 1.4 ml min™ y utilizando una longitud del reactor de 60 cm, se estudio
estudio la influencia del volumen de inyeccion, eligiéndose los volumenes de 30, 50, 75, 100 y
200 pl. Los resultados de intensidad de la sefial observada, asi como de la repetitividad de la
misma se presentan en la Tabla 2. Los valores obtenidos muestran una tendencia lineal en el
aumento de la sefial, manteniéndose constante a partir de volimenes de inyeccién de 100 pl. Este
volumen es elegido como el mas adecuado, debido a que la sefial observada era maxima ademas
de que la variacion de la sefial era minima.

Tabla 2. Intensidad de la sefial analitica (u.a.) (Media y %DER, n=3) en funcién del
volumen de inyeccién

Vi [Fe(ID] mg I

(ul) 5.0 15.0

30 0.0808 (6.85) 0.1556 (13.83)
50 0.1506 (1.64)  0.3425 (4.21)
75 0.2173 (5.68)  0.5021 (2.97)
100  0.3284 (0.58) 0.7085 (0.79)
200  0.3556 (3.69) 0.7139 (2.54)

3.1.3. Longitud del reactor

Para evaluar la extension del reactor, se trabajé con un caudal de 1.4 ml min™y un volumen de
inyeccion de 100 pl. La optimizacion se realizd considerando el tiempo de retorno de la linea
base, definido como el tiempo que tarda el pico en volver a la linea base después de que alcanza
su maximo valor. Este tiempo no es solo funcion de las caracteristicas del detector, sino también
de las caracteristicas mecanicas del sistema.

Los datos obtenidos del tiempo de retorno de la linea base se muestran en la Tabla 3, estos
valores tienden a aumentar hasta valores de 140 cm a valores superiores se mantiene constante, lo
que es indicativo de una méxima dispersion en el reactor, misma que se ve reflejada en la
repetitividad de las sefales.
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Tabla 3. Valores de tiempo (s) de retorno de la linea base en funcién de la longitud del reactor

[Fe(1)] mg I
L(cm) 5.0 15.0
30 285 345
60 32 425
90 36.4 50.2
140 40.4 56
170 40.7 56.8

3.2. Evaluacion del efecto matriz

Con la finalidad de evaluar el efecto que podia tener sobre nuestro anélisis la matriz analitica de
las muestras, se procedio a comparar los resultados obtenidos de las disoluciones patron en medio
acuoso, con los obtenidos con las disoluciones patron en medio hidro-alcohdlico (disoluciones
patron que contenian un 11 % de etanol). Para ello se llevo a cabo un analisis de varianza [4],
plantedndose como hipdtesis nula H, que no habia diferencias significativas entre la media de los
resultados obtenidos cuando se inyectan disoluciones patrén en medio acuoso (x1) y la media de
los disoluciones en medio hidro-alcohdlico (x:2).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4. El valor de F caicuiado S COMparo con el valor
F oritico (1,8) para grados de libertad y un nivel de significacion del 95 % (F ¢itico = 5.31). El valor
de F caiculado (5.35) es mayor que el F «iico, de tal forma que se rechaza la hipdtesis nula y se
acepta la hipdtesis alternativa que postula que existen diferencias significativas entre la
absorbancia de las disoluciones patron en medio acuoso e hidro-alcohdlico.

Tabla 4. Intensidades de sefial obtenidas en condiciones optimizadas en distintas matrices analiticas

Absorbancia (u.a.)
[Fe(1D] mg I Medio acuoso Medio hidro-
alcoholico
2.0 0.0191 0.1035
5.0 0.0362 0.2363
10.0 0.0501 0.4557
15.0 0.1640 0.6151
20.0 0.3275 0.8266

3.3. Parametros analiticos

Bajo las condiciones optimizadas segun se describid, se realizaron las lineas de calibrado
utilizando disoluciones estandar en el intervalo de concentraciones entre 10 y 35 mg I La altura
de la sefial obtenida (u.a.) se midi6 por triplicado, construyéndose las lineas de calibrado a partir
de las alturas medias. Las lineas de calibrado muestran una dependencia lineal entre la intensidad
de pico anddico media y la concentracion de Fe(ll) presente en la disolucién estandar. El
fiagrama obtenido en condiciones dptimas y los parametros de regresion de las lineas de
calibrado se muestran en la Figura 2 y la Tabla 5, respectivamente.
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Figura 2. Fiagrama correspondiente a la inyeccién de disoluciones
patron en medio hidro-alcohélico de 10, 15, 20, 25, 32 y 35 mg I™* de
Fe(Il). Q, 1.4 ml min™; Vi, 100 pl; L, 140 cm.

Tabla 5. Parametros de regresion de las lineas de calibrado, altura (u.a.) vs concentracion
de Fe(Il) (mg I').

Parametro Linea calibrado
Fe(ll)

Raiz cuadrada de la varianza residual, se 0.044
Numero de estandares, n 6
Coeficiente de correlacion, r? 0.991

Ordenada en el origen, boxts(bo) -0.435+0.137
Pendiente, b;xts(b;) 0.0416+0.006
Intervalo lineal (mg I'") 10-35
Limite de deteccién (mg I 3.2
Reproducibilidad (%DSR, n=5, 10 mg I™%) 0.57

3.4 Andlisis de muestras

El método optimizado se aplic6 a muestras de vinos blancos de distintos origenes, las
disoluciones patron inyectadas en el sistema estaban en una matriz hidro-alcohdlica. Los
resultados obtenidos para cada una de las 5 muestras se exponen en la Tabla 6. La concentracién
determinada se presenta como la media de 5 determinaciones independientes de Fe(ll). La
precision de las determinaciones se evalud por medio del %DER, el cual es menor al 5 % en
todos los casos.
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Tabla 6. Contenido de Fe(ll) (mediay %DER, n=5) en muestras de vino blanco determinado por el método de
anélisis propuesto. Unidades de concentracion, mg I

Muestra [Fe(1D]
1 12.3(0.9)
2 11.0 (0.6)
3 11.7 (0.7)
4 15.8 (0.6)
5 14.2 (0.4)

4. Conclusiones

Se desarrolld un sistema de analisis de inyeccion en flujo con deteccion espectrofotométrica el
cual permite el analisis de 32 muestras h™ con un consumo de reactivos minimo. EI método
disefiado demostrd ser efectivo para la determinacion de Fe(ll) en vinos blancos. La inyeccion de
las muestras sin tratamiento previo, le proporciona al sistema disefiado una ventaja adicional en
comparacion con otras metodologias propuestas.
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