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RESUME

On propose une rnéthode chrornatographique pour la détermination quantitative de
manite en utilisant de tres petites quantités de vin de I'ordre de 0,02 rnl.

On effectue la déterrnination qualitative avec une chromatographie monodi mensionnelle
descendente développée avec I'hydroxide de sodiurn en alcool.

éthilique, et hydroxide d'arnrnoniurn 6 N.

Pour la déterrnination quantitative on doit développer le témoin, couper le papier et. le
rincer pour une oxidation periodique postérieure.

On a effectué des essais die récupération et de répétitions sur le meme-échantillon pour
faire I'analyse statistique.

On peut diminuer I'erreur déterminé en augrnentant I'échantillon.

On détermine que la sensibilité de la méthode peut étre augmentée avec la quantité de
I'échantillon.

On indique quelques précautions d prendre dans le développement et_la titlation;
finalement _on a établi la fagon d'identifier la manite de la sorbite
qui ont la merne valeur de Rf.

l. INTRODUCCION

La mayor parte de los autores e investigadores (1, 2, 3, 4) estan de, acuerdo
en que la presencia de la manita en los vinos y mostos es siempre anormal, y
su origen seria debido a la accion de bacterias. lacticas en las podredumbres
y cuando las temperaturas de fermentacion son elevadas, superando los
35°C y siendo la acidez de los. mostos pobre, dando asi lugar a la
enfermedad conocida con el nombre de agri-dulce, debido a la presencia de
manitol, que tiene sabor dulce, y del acético en cierta concentracién.

Sin embargo EMILIANI, en nuestro pais, en su trabajo de investigacién (5)

llega a la conclusion de que el manitol es un constituyente normal del jugo
de la uva en proporcién de- 1a4 mg " / oo

! Trabajo realizado en el Instituto del Vino de' la Facultad de Ciencias Agrarias,
Universidad Nacional de Cuyo. Presentando para su publicacién el 5 de
abril de 1968. . . -

_5 I!’ro esor ‘?ltular, Profesor Adjunto y Jefe de Trabajos Précticos de Enolo
ei |, respectivamente. Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad Nacional
de Cuyo.
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pudiendo aumentar la cantidad presente en el vino por la fermentacion
esponténea de ciertos lactobacilos heterofermentativos.

GAROGLIO (3) dice que si un vino manitico se presenta alterado
guimicamente y en sus caracteres organolépticos, debe presumirse que se
debe a fermentaciones anormales, en cambio si el vino se presenta normal,
debe sospecharse el corte con ciertos vinos de fruta especialmente de higos.

El mismo autor menciona que al ser atacados los azUcares, ain no
fermentados, se produce de preferencia manita que es acompafiada de
pequefias cantidades de alcohol, acido acético, lactico, CO, etc.

La accion bioguimica de los gérmenes generadores de esta enfer-. medad
es muy compleja, considerandose (3) que la misma se verifica sobre la
levulosa para dar manita y otros compuestos: acido lactico, y acético, de
acuerdo a las siguientes reacciones:

CH,0OH. (CHOH), .CO.CH,0H + H.,..... CH,OH. (CHOH), . CH,OH CH,OH.
(CHOH),.CO.CH,OH......... 2CH,. CHOH . COOH CH,.CHOH .COOH 4
H,Oovv . . .CH, .COOH + CO, T 2 H,

Independientemente seria la accién sobre la glucosa, dando lugar a la
formacidn de alcohol, &cido acético, glicerina 'y CO. Las concentraciones de
manita (2) encontrada en los vinos, son muy variables, desde menos de 1
gramo hasta 25 y 30 gramos por litro.

Sin embargo RIBEREAU GAYON () asigna también otro origen, ademas del
mencionado, a la manita, indicando que bajo ciertas condiciones Botrytis
cinerea produce este alcohol a partir de glucosa.

PROPIEDADES

El manitol o d-manita es un alcohol exavalente, de formula CH40O, de peso
molecular 182.17 de sabor dulce, funde a 166%C,

y a temperatura mayor se descompone. Discretamente soluble en agua fria,
muy soluble en agua caliente, muy poco soluble en alcohol, insoluble en éter,
su desviacion es de: 13° 1,52. Forma cristales agujiformes fig. 1 y 2.
(Formacion tipica en el extracto de un vino manitico.)

Los métodos que han sido propuestos para la identificacion y -dosaje de
este alcohol se pueden agrupar de la siguiente manera:
a) Cualitativos, basados en:

1. La evaporacién de cierta cantidad del liquido problema en vidrio
de reloj y consecuente formacion de cristales de forma
caracteristica (aciculares).
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b) Cuantitativos, basados en:

1. Laconcentracion del liquido, cristalizacién de la manita,

extraccion con alcohol, etc. y pesado.

La extraccion y oxidacion con acido periodico.

La exaltacion del poder rotatorio por adicion de molibdato.

4. La exaltacion del poder rotatorio por el acido arsenioso en medio
alcalino.

5. La decoloracion por carbén, concentracion pasando por columnas
de intercambio aniodnico y cationico, absorcion en trozos de papel de
filtro, separacion por colector y aplicacién de cromatografia,
comparacion con testigos.

whn

En el presente trabajo se describe un método cromatogréfico para la
determinacion del manitol, a partir de pequefias cantidades de muestras de
vino, sin tratamiento previo, posterior lavado de este alcohol y dosaje mediante
el acido periddico.

1. OBJETIVO

Hemos tenido oportunidad de constatar en ciertos vinos, que daban
desviacion polarimétrica positiva, a los cuales se les sospe- chaba de
adulterados, que la misma se debia a la presencia de cierta cantidad de manita,
que no era detectada por los procedimientos comunes.

La desviaciéon positiva anormal, se atribuia a los restos de glucosa no
fermentada aumentada por la desviacion positiva, aunque pequefia, de la
manita.

Esta situacion nos llevd a estudiar los distintos métodos existentes y
finalmente a proponer uno por cromatografia; el que se- detalla en el presente
trabajo.

I1l. PARTE EXPERIMENTAL

1) Materiales y reactivos utilizados.

a) Papel: hemos utilizado papel de filtro Whatman IN? I, cortado en
bandas de 9 cm de ancho por 47 cm de largo. Cada banda se marca a lo
largo con trazos de lapiz, de manera de dividirla en dos secciones de
igual ancho, luego a 8,5 cm de uno de los extremos se traza una
perpendicular a la anterior, en esta linea y en el medio de cada tira se
traza un circulo de 0.5 cm de didmetro donde se colocaré la muestra del
vino tal cual y del testigo.

b) Para la colocacion de la muestra usamos micro-pipetas de 0,1 ml de
capacidad, aguzado en el extremo inferior.
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) Recipientes cromatogréficos.

Nos ha resultado practico usar como recipiente el sistema formado por un
desecador de 25 cm de didmetro interno y una campana de vidrio del mismo,
diametro aproximadamente, similar al propuesto por PALLERONI y VEGA ().

En el interior de la cdmara se coloca una probeta o columna de vidrio de
aproximadamente 50 cm de altura sobre la que se apoya una caja de Petri
comin de 15 cm de didmetro que es la que lleva el solvente; en ella se coloca
un soporte construido con varilla de vidrio doblado a la llama, que mantiene la
posicién de la banda de papel.

d) Solvente.

Como solvente se usa la mezcla de butanol-piridina-agua (43: 42: 15).
- e) Reveladores.

I. Solucién de nitrato de plata.

Preparada de la siguiente manera: a 20 ml de acetona se le agrega 0,1
ml de solucion de nitrato de plata saturado en agua. Se observa si se
forman unos cristales, en caso afirmativo se agregan unas gotas de agua
para redisolverlos.

2. Solucién O5 N de hidréxido de sodio en alcohol etilico.
3.Solucién de hidroxido de amonio 6N. 4. Acido
sulfhidrico

f) Pulverizador.
Se han usado pulverizadores, para uso cromatogréfico, totalmente
construidos en vidrio.
g) Cubetas.
Se han utilizado cubetas de material plastico .

h)  Secado.
Se utiliza corriente de aire caliente (secador de cabello de mano) .

i)  Soluciones para el dosaje.
Las soluciones que se utilizan en la determinacion cuantitativa son:
1) Solucidn de 4cido periddico N/200.

Se prepara disolviendo 0,575 g de periodato de potasio en unos 600
ml de agua destilada, conteniendo 3 ml de: &cido sulfirico
concentrado; se' calienta en bafio maria y se agita hasta disolucion,
luego se lleva a 1000 ml.
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11) Solucion de &cido arsenioso N/100.

Se pesan exactamente 0,4948 g de anhidrido arsenioso
pro-analisis, conservado previamente en desecador con, cloruro
de calcio, y se disuelven en matraz aforado de 1000 ml
conteniendo aproximadamente 500 ml de agua destilada,
adicionada de 0,400 g de hidréxido de sodio, calentado
suavemente a bafio de maria. Se agregan dos gotas de
fenolftaleina, en solucién alcohdlica a-1 1 % y se agrega 4cido
sulfarico al 10 % hasta desaparicion del color del indicador. A
parte y en unos 400 ml de agua, se disuelven 2g de bicarbonato de
sodio y se agrega a la solucién anterior, decolorando nuevamente
con sulfurico, si aparece el color del indicador, y se completa con
agua destilada hasta el enrase.
I11)  Soluciodn de iodo N/200.
Se llevan a matraz aforado de 1000 ml 0,635 g de iodo y 127 g
de ioduro de potasio, se disuelven con la menor- cantidad posible
de agua, luego se enrasa a 1000.
IV) Solucion de bicarbonato de sodio al 8 %.
Solucién de ioduro de potasio al 10 %.
VI) Solucidn de almidén soluble al 2%.

2) Descripcién del método.

a) Obtencion de los cromatogramas.

Cortado el papel en la forma indicada, es de 9 X 47 cm, dividido
longitudinalmente en dos tiras iguales y practicado a 8,5 cm el trazo
perpendicular y el circulo correspondiente a cada una, se colocan las
muestras del testigo de manita al 4 °l00 y del vino problema, sin ningtn
tratamiento, mediante micropipeta y en cantidad de 0,02 ml.

A medida que se va colocando la muestra, se va secando mediante aire
caliente producido por el secador de cabello.. Se colocan las bandas en la
camara ubicando parte del solvente en la caja de Petri que esta sobre la
probeta de donde pescan las mismas; por lo tanto esta cromatografia es
descendente, otra fraccién se coloca en la parte inferior con el fin de
saturar el ambiente de la camara.

Los tiempos durante los cuales se debe dejar correr el solvente en la
banda para una buena separacion, son variables, dependiendo
fundamentalmente de la temperatura. Después de muchos ensayos,
hemos obtenido resultados satisfactorios con 44 horas, a temperatura
ambiente, que oscilaba entre 20

y 24°C.

Luego de transcurrir el tiempo mencionado, se sacan las- bandas, se
dejan secar libremente, durante unas 2 horas, luego se hace la revelacién
de acuerdo a la técnica de TREVELYAN (7) consistente en pulverizar con
la solucion de nitrato de plata:
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en acetona y una vez seco el papel con la solucién de hidréxido de sodio
0.5 N en alcohol etilico.

Nos ha dado muy buenos resultados el reemplazar la pulve. rizacién
por una inmersion rapida, en cubetas de material plastico conteniendo
las soluciones antes mencionadas.

Si se desea fijar la mancha o sea obtener cromatogramas definitivos,
se lava la tira en hidréxido de amonio 6N durante unos pocos segundos,
y posteriormente en agua corriente durante media hora, se seca y aln
humedo el papel, se le expone a vapores de acido sulfhidrico con lo que
la plata que alli se encuentra, se convierte en un sulfuro de plata de color
negro, que detecta el compuesto investigado.

Si el problema a resolver es solo cualitativo se revela la banda
completa, es decir el testigo ele manita puray el del vino problema.

Si es cuantitativo se colocan dos muestras del mismo vino en las tiras
que forman la banda, después del secado posterior al corrido del
solvente, se corta por el trazo central. revelandose una de las tiras, y
colocadas paralelamente se marca el lugar de ubicacion de la manita en
la otra tira la que se dedicara al analisis.

En el problema en que hemos estado empefiados en resolver no nos
ha interesado la obtencidn de coeficientes Rf.. en razon de que con la
division de la banda de papel en dos tiras de igual ancho, en una de las
cuales va la muestra testigo de solucion pura y en la otra el vino, o en
ambas al mismo vino, una de las tiras revelada indica la posicion de la
mancha permitiendo realizar el anélisis con la otra.

b) Procedimiento analitico y célculos.

Una vez realizada la revelacion se pone ésta paralelamente con la
correspondiente no revelada, se marcan con un trazo de lapiz los limites
superior e inferior de la mancha con un pequefio margen de seguridad en
esta Gltima. Se corta con tijera y se coloca en Erlenmeyer de 250 ml .

Se realiza la misma operacion con un trozo de papel del mismo
tamafio y cortado a igual altura, de una tira donde ha corrido el solvente,
sin contener muestra a fin de que sirva de testigo.

A los Erlenmeyers se les agrega 50 ml de agua caliente, entre 65°
70°C y se deja 30 minutos agitando de cuando en cuando, se agregan 10
ml de periédico N/200. 5 ml de bicarbonato al 8.se deja en reposo 20
minutos, luego se agregan 20 ml de arsenioso N/100, I ml de ioduro de
potasio al 10 %. Iml de almidon al 2%,se deja en reposo 10 minutos y se
titula con iodo N/200.
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Los calculos se basan en las reacciones entre manita y &cido,
periddico, acido periddico y acido arsenioso, y acido arsenioso y iodo;
que ocurran en este orden durante la marcha analitica.

Las reacciones son las siguientes:

CH,OH(CHOI), .CH,0H + 510,H.... 4HCOOH+ 2 HCHOH 5 10,H+H,0.
IO,HI+ ASO,H, ...... IO,H + ASO,H,
ASONL 14 H, 0 s ASOH, + IH

De esta ecuacion se desprende que:

2,) 1 mol de manita equivale a 5 moles de acido periédico.

b) 1 mol de &cido periédico equivale a | mol de acido rsenloso.
C)1mol de 4cido arsenioso equivale a | mol de I .

Por lo tanto 36.43 de manita corresponden a 253,84 grs de L. Teniendo
en cuenta lo que antecede, los calculos se realizan de la manera
siguiente:

Factor de la solucion de iodo: si el titulo de la solucion de iodo fuera
exactamente N/200. habriamos gastado 20 ml de la misma para 10 ml de
acido arsenioso N'/100, es decir ,G127 gr de iodo que corresponden
segln las relaciones expresadas anteriormente a 0.0018 gr de manita.

Como el titulo de la solucion varia, se gasta una cantidad distinta de
20 ml. pero de cualquier manera, ésta se ajusta con la solucion de &cido
arsenioso, donde en el volumen gastado cstan contenidos los 0,0127
gramos de iodo.

Si el consumo de iodo para 10 ml de arsenioso N/100 ha sido por
ejemplo de 21,4 ml de iodo N/200, el factor se encontraré dividiendo
0.0018 por 214, es decir seréa de (1,C00084,. asi si en la prueba en blanco
hemos gastado 11,6 ml y en el ele un vino con manita 12.1 ml usando
0,02 ml de muestra, el contenido se obtiene multiplicando la diferencia
entre el ensayo en blanco y lo gastado en la determinacién por el factor y
éste llevandolo a litro, asi:

0.5  0,000084 = 0.000042
0,000042 50000 = 2.100 gr "'/a

e) Resultados obtenidos:
I. Resultados cualitativos:

Se han desarrollado cromatogramas colocando en una tira de papel
solucion pura al 4 °l00 como muestra de referencia y otra de vino sin
manita pudiendo apreciarse la ubicacion de: la mancha sin ninguna
interferencia. Fig. 3.
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Igualmente se ha realizado un cromatograma empleando como
muestra vinos sin y con agregado de manita. Fig. 4.

También una banda de 3 tiras o secciones con manita pura, vino con
manita y el mismo vino sin adicion de manita, pudiendo apreciarse la
ubicacion de la mancha en la muestra de solucion puray vino en la misma
ubicacion y la ausencia dé mancha en el vino sin manita. Fig. 5.

Siendo la manita un exalcohol y la sorbita su isomero, que se
encuentra naturalmente en el vino en pequefia cantidad, hemos realizado
cromatogramas con el objeto de determinar la interferencia de esta
Gltima, constatandose en el presente caso que la ubicacion es la misma.

En su realizacion se han empleado soluciones puras de manita y
sorbita y de vino adicionado de manita en concentraciones de 4 g por litro.
Fig. 6. Como advertiamos anteriormente no nos ha interesado determinar
el Rf.

1. Resultados cuantitativos.
1) Recuperacién de manita:

Se han hecho los ensayos correspondientes a la recuperacion de la
manita, considerandose conveniente hacerlo sobre un vino y no en
soluciones puras, por tratarse el primero de un liquido complejo donde
pueden interferir en la cromatografia y posterior dosaje numerosos
constituyentes.

Para ello se tom6 un vino tinto, en el cual se dos6 previamente el
contenido de sorbita, dado que ésta se ubica en la misma posicion de la
manita, siguiendo la técnica de LITTERScHEID modificada por
TARATOLA (8), dando como resultado 136 mg por litro. Al mismo se le
agregaron 4 g ¥40 de manita. Se realizé la cromatografia y dosaje,
siguiendo la técnica ya descripta en diez determinaciones con los sigu
entes resultados.

Determinacion 4,250.

» 4,750
4,720

» 4,250
» o 3,780
6 » 4,250
» 3,780

7 » 4,250

—wie

8 » 4/72
Promedio 0
9 4,25
A este promedio hay que restar 0.136 g gorrespondiente al
contehido de sorbita, por lo tanto el dosaje de manifggn
0
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promedio en las 10 determinaciones 4,161, con 161 mg ern exceso lo
que represen tan s6lo el 4% de error:

Se ha aplicado el andlisis estadistico a las determinaciones, 1:n
teriores con el Eiguiente resultado:

Detrm. X Mx d1 a Sy
4,250 -0,050 0,0015
- 4,750 -0,450 0,2025
> 4,720 +0,420 0,1764
4 4,250 - 0,050 0,0025
bl 3,780 4,300 -0,520 0,258 0,2704 0,3509,
. 4,250 -0, 050 0,0025
7 3,780 -0,520 0,2704
8 4,250 -0,050 0,002!5
Ao, 4,720 +0,420 0,174
.. 4,250 -0,050 0,0025
43,000 1,1086
Media aritmetica ...........ccocovveiiiinieiennn, Mx = 4,300
Desviacion standard Sr =0,3509
S V.Mx
Coeficiente de variacion .......................... . X100 =8,16 /.
S
X SxM =|N—
Desviacion standard de la media ... =0,111/
Coeficiente de variacion de la media. bl 100 =2,58 w/ X
—

2) Dosaje en vmos.

Se ha efectuado el dosaje en ocho muestras de vmo con los
siguientes resultados:

MuestraNo 1......-- e 3,53=  ars. %/a de manita

» NO2 s . 4,422 »
» N03 .......................................... 6,191 ))
» No 4 : 7,518 »
» No5 . 9,287 »
» Ne 6 11,94 »
» No7 0,884 »

N°8 e . 0,663 »

Hacemos notar que en las determinaciones es necesario, tener en
cuenta ciertas, precauciones tanto en el revelado, como en el dosaje.



VEGA, MORALES Yy FLORES, Determinacién cromatogréafica manita 97

En el revelado debe dejarse secar bien el papel sacado de las
camaras antes de aplicar el nitrato de plata y luego lo mismo para la
aplicacion del hidréxido de sodio. Mientras mas tiempo transcurra
entre una y otra aplicacion (més seco) mas nitida es la mancha de
manita y persiste por més tiempo.

Durante la titulacion con iodo N/200 es necesario tener especial
cuidado en el punto de viraje, color azulado, igualando dicho color en
el 'testigo y las muestras problemas.

d) Sensibilidad del método:

Para la determinacién de la sensibilidad del método se han preparado
soluciones con cantidades variables de manita colo. cando en el papel
0,02 ml de ésta, efectuando el desarrollo del cromatograma y dosaje en
la forma descripta. De dichos en, sayos, se desprende que para tal
cantidad de muestra se puede apreciar hasta una gama de manita, lo que
significa 50 mg/litro con 0,5 de gama la apreciacion es dudosa.

Aumentando la cantidad de muestra, se puede llegar a una
sensibilidad mayor, que no es necesaria a los fines préacticos.

e) Interferencia de la sorbita:

La interferencia provocada por la sorbita es de relativa importancia
debido a su pobre contenido en vinos normales, pues no supera los 120
mg/litro. Cantidad que sélo puede ser sobrepasada con el agregado de
sidra. Si se sospecha de tal situacién se puede recurrir a dos medios
distintos que son:

| Separacion mediante la técnica croma to grafica propuesta por EMIA y
colaboradores () por tratamiento del papel con molibdato de
amonio debiendo concentrarse la muestra, decolorarse, pasarse por
columnas anidnicas y catidnicas, ete.

I1. Constatacion si efectivamente la sustancia de la mancha corresponde a
manita.

Para ello se trabaja, utilizando la técnica propuesta con

'la Unica variante de aumentar la muestra a 0,1 ml. Una vez hecha la
revelacion en el testigo se corta el trozo de papel 'Correspondiente, se
hierve dos veces con 50 ml de agua durante 10. minutos, se filtra en
caliente para eliminar las fibras

de papel, se reune el filtrado en vaso de precipitacion y se evapora
reduciendo el volumen a unos 3 ml, se pasa luego d vidrio reloj que se
coloca en bafio maria, se enjuaga el vaso, teniendo especial cuidado
de que el liquido en el vi-. drio reloj no tenga un didmetro mayor de 3
cm y que no se evapore completamente. Después se lleva a estufa a
25°C con el objeto de proceder a una evaporacion final a baja
temperatura. A las 48 horas, ya se insintan cristales de ma



98 REVISTA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS AGRARAS, X1V, 12, Mendoza, 1968

nitay a los 8 a 10 dias no queda ninguna duda pues los. mismos son netos,
evidenciando claramente la presencia de este polialcohol.

IV. RESUMEN

Se propone un método cromatografico para la determinaciéncuantitativa de
manita en vinos, de' especial aplicacion cuando ésta se encuentra en pequefia
cantidad.
El mismo constituye un micrométodo pues se parte de un vino. sin tratamiento
alguno, en cantidad de G,C2 ml.
Se basa en la cromatografia monodimensional descendente y revelacion con
hidréxido de sodio en alcohol etilico e hidréxido de amonio 6N para su
determinacion cualitativa. Para la cuantitativa revelacion del testigo, corte del
papel y lavado del mismo para realizar una posterior oxidacion periddica.

Se efectUan ensayos de recuperacion, asi como también repeti-. ciones sobre una
misma muestra sobre la que se aplica el analisis.

esta distico.

El error determinado puede disminuirse con el aumento de la:
muestra.

Se determina la sensibilidad del método, que puede_ aumentarse: con la cantidad
de la muestra.

Se indican algunas precauciones tanto en el revelado como en la titulzcion y
finalmente se establece la forma de diferenciar la ma-nita de la sorbita pues ambas
tienen el mismo Rf.
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