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PREFACIO

La Sociedad Mexicana de Normalizacion y Certificacion, S.C., es un Organismo Nacional de Normalizacién y
Certificacién, establecido el 3 de diciembre de 1993, en términos del Articulo 4 de los Estatutos del Acta
Constitutiva de la Sociedad, con fundamento en los Articulos 3 fracciéon I, 65 y 66 de la Ley Federal sobre
Metrologia y Normalizacion; y conforme con las Directrices y Procedimientos para la Acreditacion de
Organismos Nacionales de Normalizacion, la Sociedad Mexicana de Normalizacién y Certificacion, S.C., fue
acreditada como Organismo Nacional de Normalizacién para elaborar y expedir Normas Mexicanas
(acreditamiento No. 0001), el 8 de diciembre de 1993, por la SECOFI, actualmente Secretaria de Economia-
Direccion General de Normas.

La Sociedad Mexicana de Normalizacion y Certificacion, S.C., recibid la extensién de acreditamiento para
elaborar y expedir Normas Mexicanas en el campo de la industria de Bebidas Alcohdlicas (acreditamiento No.
0001/A), el 9 de octubre de 1995.

Con fundamento en el Articulo 51 — A, Fraccién Ill de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, y en el
Articulo 43 del Reglamento de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién, se publico, en el Diario Oficial
de la Federacion, del dia ___ de de , el aviso de consulta publica del proyecto
de norma.

Con base en el Articulo 34 Fraccién Xlll y XXX de la Ley Organica de la Administracion, los Articulos 51-A y 66
Fracciones Il y V de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; el Articulo 24, Fracciones | y XV del
Reglamento Interior de la Secretaria de Economia ; y por conducto de la Direccién General de Normas, se
publicé y expidid, en el Diario Oficial de la Federacion, del dia de del , la
declaratoria de vigencia como Norma Mexicana.

El presente Proyecto de Norma Mexicana, fue elaborado, por el Subcomité de Producto del Comité Técnico de
Normalizacion Nacional para Bebidas Alcohdlicas NBAL-02, coordinado por Bacardi y Compaiiia, S.A. de C.V.y
el Laboratorio de Espectrometria de Masas de Isétopos Estables del Instituto de Geologia de la UNAM; con la
colaboracién de las siguientes instituciones y empresas :

Miembros activos
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Este proyecto de norma mexicana cumple con las directrices de los procedimientos para la elaboracién y
actualizacion de normas (NOR-03/01); la edicién de documentos de normalizacién - anteproyectos, proyectos y
normas mexicanas NORMEX (NOR-03/02); la aprobacién por consenso del Comité Técnico de Normalizacién
Nacional para Bebidas Alcohdlicas (NBAL-02) y la conformidad de la Sociedad Mexicana de Normalizacion y
Certificacion, S.C.

El presente proyecto de Norma Mexicana, esta bajo la jurisdiccion del Comité Técnico de Normalizacion
Nacional para Bebidas Alcohdlicas NBAL-02 y la Sociedad Mexicana de Normalizacion y Certificacion, S.C.
(NORMEX). Con base en el Articulo 51 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién y al Articulo 48 del
Reglamento de la misma Ley, debera revisarse o actualizarse esta Norma, dentro de los 5 afos siguientes a la
publicacion de la declaratoria de vigencia. Los comentarios que puedan surgir deberan ser enviados a la sede
del Comité Técnico, Direccion de Normalizacion de NORMEX, Alfredo B. Nobel 21, Centro Industrial Puente de
Vigas, Tlalnepantla de Baz, C.P. 54070, Estado de México, teléfono 5390 4152, fax 5565 8601, correo
electrénico normas@normex.com.mx
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BEBIDAS ALCOHOLICAS- DETERMINACION DE ADICION DE ALCOHOLES O AZUCARES
PROVENIENTES DE CANA, SORGO O MAIZ A BEBIDAS ALCOHOLICAS PROVENIENTES DE UVA,
MANZANA O PERA MEDIANTE LA RELACION ISOTOPICA DE CARBONO 13 (5"°Cypps).

DETERMINACION DEL ORIGEN DE CO, EN BEBIDAS ALCOHOLICAS GASEOSAS MEDIANTE LA
RELACION ISOTOPICA DE CARBONO 13 (5"*Cypps ).

DETERMINACION DE ADICION DE AGUA EN LOS VINOS MEDIANTE LA RELACION ISOTOPICA DEL
OXIGENO 18 (5"®Oysmow)-

POR ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ISOTOPOS ESTABLES - METODOS DE PRUEBA.

ALCOHOLIC BEVERAGES - DETERMINATION OF THE ADDITION OF ALCOHOLS OR SUGARS FROM
CANE, SORGHUM OR CORN IN ALCOHOLIC BEVERAGES FROM GRAPES, APPLE OR PEAR BY CARBON
ISOTOPE RATIO (5"*Cypps)

DETERMINATION OF THE ORIGIN OF THE CO, IN SPARKLING ALCOHOLIC BEVERAGES BY CARBON 13
ISOTOPIC RATIOS (5"°Cvpps).
DETECTION OF WATER ADDITION IN WINES BY OXIGEN 18 ISOTOPIC RATIO (5"®Ovswow)-
BY ISOTOPE RATIO MASS SPECTROMETRY. TEST METHODS.

0.0 INTRODUCCION

La determinacion de la adicién de alcoholes 6
azucares provenientes de cafia, maiz 6 sorgo en
bebidas alcohdlicas provenientes de uva, manzana
y/lo pera es fundamental para determinar Ila
autenticidad de las mismas. Asi mismo, la
determinacion del origen del CO, en bebidas
alcohdlicas gaseosas es importante para conocer el
proceso de gasificacion de los vinos. Y para el caso
de los vinos, determinar la adicion de agua, es
indicativa de procesos no autorizados durante su
elaboracion.

1.0 OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION.

1.1 Esta Norma Mexicana establece los métodos
de prueba para:

a) Determinar el origen de los alcoholes contenidos
en los aguardientes de uva, brandies, vinos, vinos
espumosos, productos vinicolas y sidras mediante
la relacion isotopica de carbono 13 (8"°Cypps) por
espectrometria de masas de is6topos estables.

b) Determinar el origen del CO, en vinos
espumosos Yy bebidas alcohdlicas gaseosas
mediante las relaciones isotdpicas de '°Cyppg Y
5"®0ypps del CO, contenido en la interfase gaseosa
dentro de la botella antes de abrir.

c) Identificacion del origen del agua contenida en
los vinos mediante la determinacion de §"®Oysmow.

1.2 Esta Norma Mexicana es aplicable a:

a) La deteccion de alcoholes derivados de la cafa
de azucar, maiz o sorgo mezclados con,
aguardientes de uva, brandies, vinos, vinos
espumosos, sidras u otras bebidas alcohdlicas que
provengan de la uva, manzana y/o pera siempre y
cuando contengan al menos 20% de alcohol
proveniente de uva, manzana y/o pera del alcohol
total contenido.

b) Deteccion del origen del CO, en los vinos
espumosos realizados por el método clasico
(Champenoise) o Granvas (Charmat).

c) Deteccién de adicidon de agua de origen exdgeno
a los vinos.

Nota: Esta norma no aplica para la deteccion de
adicion de azucar de remolacha.

2.0 REFERENCIAS

Esta norma se complementa con las siguientes
Normas Oficiales Mexicanas y Normas Mexicanas

vigentes.

2.1 NOM-008-SCFI-1993. Sistema General de
Unidades de Medida.

N.E. 001
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2.2 Proyecto de Norma Mexicana del Procedimiento
de NORMEX. Bebidas Alcohdlicas — brandy -
Especificaciones.

2.3 Ante Proyecto de Norma Mexicana del
Procedimiento NORMEX - Bebidas Alcohdlicas -
vinos- especificaciones.

24 Ante Proyecto de Norma Mexicana del
Procedimiento NORMEX - Bebidas Alcohdlicas -
Vinos Generosos - Especificaciones.

2.5 NMX-V-047-NORMEX-2000. Bebidas
Alcohdlicas — Vino Espumoso y Vino Gasificado -
Especificaciones.

2.6 NMX-V-011-NORMEX-2000. Bebidas
Alcohdlicas — Sidra Natural - Sidra - Sidra
Gasificada — Especificaciones.

2.7 NOM-142- SSA1 — 1995. Bienes y servicios.
Bebidas alcohdlicas. Especificaciones sanitarias.
Etiquetado sanitario y comercial.

2.8 NMX-V-013-NORMEX - Bebidas alcohdlicas
destiladas - Determinacion del por ciento de alcohol
en volumen a 293 K (20°C) (% Alc. Vol.) — Método
de Prueba.

2.9 NMX-V-046-1999-NORMEX. Bebidas

Alcohdlicas - Denominacion, Clasificacion,
Definiciones y Terminologia.

3.0 UNIDADES, ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Bc Numero total de atomos de carbono
13

2c Numero total de atomos de carbono
12

§'°C Delta de carbono 13

VVPDB Vienna Pee dee Beelemnite

%0 Numero total de atomos de oxigeno
16

80 Numero total de atomos de oxigeno
18

§'%0 Delta de oxigeno 18

VSMOW Vienna Standard Mean Ocean
Water

SLAP Standard Light Antarctic
Precipitation

GISP Greenland Ice Sheet Precipitation

%0 Partes por mil

% Partes por ciento

% Alc. Vol. Por ciento de alcohol en volumen

CO, Biéxido de carbono

CuO Oxido cuprico

Ag° Plata metélica

Cu® Cobre metalico

N, Nitrégeno molecular

g gramos

mg miligramos

[¥le] microgramos

L litros

mL mililitros

pL microlitros

mm milimetros

cm centimetro

m? metro cubico

mol mol

nmol nanomol

rpm revoluciones por minuto

h hora

min minuto

seg segundo

°C grados Celsius

K grados Kelvin

Pa Pascal

kPa kilo Pascal

mbar milibar

A Ampere

mA mili Ampere

nA nano Ampere

kv kilo Volt

eV electrén Volt

uma unidad de masa atémica

c desviacioén estandar

p numero de gramos atomo de O en
H,O/numero de gramos atomo de O
del CO,

o factor de fraccionamiento
("*0/"0con)/( *0I"*Opti20)

ppm partes por millon

4.0 DEFINICIONES

41 Repetibilidad (de los resultados de
mediciones)

Proximidad de la concordancia entre los resultados
de las mediciones sucesivas del mismo mesurando,
con las mediciones realizadas con la aplicacion de
la totalidad de las siguientes condiciones:

Notas:

1. A estas condiciones se les llama condiciones de
repetibilidad.

2 Las condiciones de repetibilidad comprenden:

el mismo procedimiento de medicion;
N.E. 001
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el mismo observador;

el mismo instrumento de medicion utilizado en las
mismas condiciones;

el mismo lugar;

La repeticion dentro de un periodo corto de
tiempo.
3. La repetibiidad se puede expresar
cuantitativamente con la ayuda de |las
caracteristicas de la dispersion de los resultados.

4.2 Reproducibilidad (de los resultados de las
mediciones)

Proximidad de la concordancia entre los resultados
de las mediciones del mismo mesurando, con las
mediciones realizadas haciendo variar las
condiciones de medicion:

Notas:

1. Para que la expresion de la reproducibilidad sea
valida, es necesario especificar las condiciones que
se hacen variar.

Las condiciones que se hacen variar pueden ser:

- El principio de medicién;

- El método de medicién;

- El observador;

- El Instrumento de medicion;

- El patron de referencia;

- El'lugar;

- Las condiciones de uso;

- El tiempo.

2. La reproducibilidad puede ser expresada
cuantitativamente con la ayuda de |las
caracteristicas de la dispersion de los resultados.

3. Los resultados considerados aqui son,
habitualmente, los resultados corregidos.

4.3 Mesurando

Magnitud particular sujeta a medicion.

4.4 Método de Medicidon

Secuencia légica de las operaciones, descritas de
manera genérica, utilizada en la ejecucion de las
mediciones.

4.5 Sensibilidad

Cociente del incremento de la respuesta de un
instrumento de medicion entre el incremento

correspondiente de la sefal de entrada.

4.6 Resolucién

La minima diferencia de indicacién de un dispositivo
indicador, que puede ser percibida de manera
significativa.

4.7 Patrén

Medida materializada, instrumento de medicion,
material de referencia o sistema de medicion
destinado a definir, realizar, conservar o reproducir
una unidad o uno o varios valores de una magnitud
para servir de referencia.

4.8 Calibracion

Conjunto de operaciones que establecen, en
condiciones especificadas, la relacion entre los
valores de las magnitudes indicadas por un
instrumento de medicién o un sistema de medicion,
o0 los valores representados por una medida
materializada o un material de referencia, y los
valores correspondientes de la magnitud realizada
por los patrones.

4.9 Material de Referencia (MR)

Material o substancia cuyo(s) valor(es) de la(s)
propiedad(es) es (son) suficientemente
homogénea(s) y bien definida(s) para permitir su
uso para la calibracion de un instrumento, la
evaluacion de un método o la atribucion de valores
a los materiales.

4.10 Material de Referencia Certificado (MRC)

Material de referencia, acompafado de un
certificado cuyo(s) valor(es) de la(s) propiedad(es)
es (son) certificado(s) por un procedimiento que
establece su trazabilidad a una realizacion exacta
de la unidad en la cual los valores de propiedad son
expresados y para la cual cada valor certificado
esta acompafiado de una incertidumbre con un
nivel de confianza indicado.

4.11 Trazabilidad

Propiedad del resultado de una medicion o del valor
de un patrén, tal que esta pueda ser relacionada
con referencias determinadas, generalmente
patrones nacionales o internacionales, por medio
de una cadena ininterrumpida de comparaciones
teniendo todas incertidumbres determinadas.

4.12 Incertidumbre

Parametro asociado al resultado de una medicion,
que caracteriza la dispersion de los valores que
N.E. 001
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podrian razonablemente, ser atribuidos al
mesurando.

4.13 Is6topo

Son los atomos cuyos nucleos tienen igual nimero
de protones y electrones, pero diferente niumero de
neutrones. Sus propiedades quimicas son casi
iguales pero no asi sus propiedades fisicas ya que
difieren en su masa atomica.

4.14 Espectrometro de masas.

Un espectrometro de masas es un instrumento
disefiado para separar moléculas de acuerdo a su
relacion carga-masa mediante campos eléctricos
y/o magnéticos.

4.15 Metrologia Isotépica.

8"Cypps ¥ 8'°Ovpps

La unidad de reporte 613CVPDB es la forma para
expresar las relaciones |sotop|cas de carbono
3C/*2C. La unidad de reporte ®0ypps €5 Ia forma
para expresar las relaciones isotdpicas de "*0/"®0
del CO,, ambas obtenidas mediante Espectrometria
de Masas de Is6topos Estables.

Estas relaciones isotopicas se determinan
simultdneamente comparando una muestra de CO,
con respecto a las relaciones isotdpicas de carbono
13C/12C y oxigeno '°0/"°0 de un CO, proveniente de
una reaccion acida con el patrén internacional PDB
(Pee Dee Belemnite Limestone) el cual es un
carbonato de origen marino de la formacion
cretacica Peedee en Carolina del Sur (Craig, 1957).

La unidad de reporte §"°Cvrps se calcula de
acuerdo a la siguiente expresion:

(13c Jllrl : c} Muesra

~1/-10°
{JBC"FDC}@QB

§'C =

La unidad de reporte 5'®0veps Se calcula de acuerdo
a la siguiente expresion:

18 16
5190 - (]f"lf lf)Mus.s!m -1 ‘lﬂ3
("0 O)ypps

Donde:

§'°C esta expresada Por los cocientes de los
isétopos estables ( ¢/ C) de la muestra contra el
patrén internacional VPDB y de manera similar la
§'%0 esta expresada gor los cocientes de los
isotopos estables ('°0/'°0) de la muestra contra el
patron  internacional VPDB Morales (1970)
introdujo el uso de triple colector, y Mook, W.G. y
Grootes P.M. (1973) corrigié los valores absolutos
de PDB con otros patrones (NBS-19). Los valores
que se utilizan en los programas de operacion de
los espectrometros de masas de is6topos estables
con triple colector para las masas 44, 45 g/ 46 del
CO,, son: [113C/120]pDB = 0,0112372, [‘70/1 Olrog =
0,000380, [*0/"°Olpps = 0,0020790

En agosto 1995, la Comisién en Pesos Atdmicos y
Abundancias Isotépicas de la International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC) recomendé
que los resultados isotépicos deben expresarse en
escalas definidas en términos de la existencia de
materiales de referencia de  distribucion
internacional. Por lo cual el valor de la relacion
13C/2C (5°C) y "*0/"°0 (5'0) de carbonatos puede
expresarse en partes por mil %o, relativos a VPDB
(Vienna Pee Dee Belemnite) asignando el valor de
§"Cuypps = +1,95 %o ¥ 8"®Ovpps = -2,20 %o al RM8544
NBS-19 (calcita), ya que se agotd el material de
referencia PDB.

Asi mismo, se recomendd el uso en forma continua
de un gas CO, de pureza 99,995 % como patrén de
trabajo para uso interno en el laboratorio. El cual
debera de ser calibrado para carbono y oxigeno,
usando la escala VPDB. Para efectos de calibracién
se recomiendan otros materiales de referencia
como lo son: RM 8543 (NBS-18), RM 8544 T.S.
(NBS-19). Ambos materiales de referencia son
distribuidos internacionalmente por el National
Institute of Standars and Technology (NIST) y la
International Atomic Energy Agency (IAEA). El
espectrometro de masas de is6topos estables
reporta los resultados de §°C y §°0 contra el
patron internacional VPDB.

5.0 EQUIPOS

5.1 Espectrometro de Masas de Isétopos
Estables

N.E. 001
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Para medir la §"°C y §'°O se utilizan espectrémetros
de masas tipo Finnigan Mat 250, 251, 252, 253,
Delta Plus, Delta Plus XL, Micromass Optima,
IsoPrime, todos ellos con triple colector con caja de
Faraday para la determinacién simultanea de las
masas 44, 45y 46 del CO..

» Durante la operacién del espectrémetro, las
mesetas de los picos para colector
universal CNOS deben tener wuna
resolucién minima m/Am = 95 (definicién
10% valle). Diferencia de potencial para la
aceleracion de iones de 10 kV.

> Presién de trabajo de 1 X 10° Pa (1 X 10
mbar) y 1 X 10™ Pa (1 X 10® mbar) en el
sistema de introduccion de muestras y en el
tubo de vuelo respectivamente.

» Corriente de filamento de 45 A o la
necesaria para emitir 1 mA de electrones
con una energia de 100 eV para la
ionizacion de las moléculas.

» Fuente de aceleracion con un potencial de
3000 V para todas las masas de 28 a 70
uma

» Sistema de doble introduccién automatica
de gases con fuelles de volumen variable.
La relaciéon de compresion de los fuelles de
volumen variable para el patréon de trabajo y
la muestra es de 12:1 o mayor con idéntico
flujo tanto el patrén como la muestra desde
sus respectivos reservorios.

» La precision interna en las determinaciones
de 5"°C y 8'"0 debera ser de 0,01 %o. La
precision externa de 0,05 %o.

» La linearidad debe ser < 0,02 %o/nA de
corriente de iones para el haz de la masa
44.

» Sensibilidad. > 0,2 A/mbar con respecto a
la presion en el analizador. Sensibilidad en
abundancia 2 x 10” para las masas 44-45

5.2 Mufla.

La combustion de la materia organica en tubo de
cuarzo sellado se realiza en una mufla que puede
operar a una temperatura maxima de 1100°C
equipada con control digital de temperatura con un
error no mayor de * 5°C y un control de tiempo con
una resolucion de 1 min.

5.3 Linea de Vacio

Empleada durante el proceso de desgasificacion
para la preparacion de muestras organicas, (ver
figura 3). Equipada con dos bombas de vacio con
una capacidad de bombeo de 4 m?*h y una bomba
difusora con trampa para nitrégeno liquido con una
velocidad de bombeo de 100 L/seg.

5.4 Linea de vacio

Para la purificacién criogénica del CO, obtenido de
la combustion de las muestras, (ver figura 4).
Equipada con dos bombas de vacio con una
capacidad de bombeo de 4 m?*h y una bomba
difusora con trampa para nitrégeno liquido con una
velocidad de bombeo de 100 L/seg.

5.5 Balanza analitica
Para un peso maximo de 200 g con una precisién
de 0,1 mg.

5.6 Horno de secado.
Que mantenga una temperatura entre 40 — 70°C

5.7 Linea de vacio.

La preparacion y purificaciéon de las muestras de
agua se realiza en la linea de preparacion mostrada
en la figura 5. que es una linea vertical de
extraccion mudltiple con capacidad de purificar 5
muestras a la vez, equipada con dos bombas de
vacio con una capacidad de bombeo de 4 m®h y
una bomba difusora con trampa para nitrégeno
liquido con una velocidad de bombeo de 100 L/seg.

5.8 Barfio de agua con control de temperatura.
Capaz de mantener 25°C + 0,1°C, requerido para
realizar la reaccion de intercambio isotdpico entre el
agua del vino y CO, vya que el factor de
fraccionamiento entre el oxigeno del agua y el
oxigeno del CO, depende fuertemente de la
temperatura. Para el caso de técnicas de flujo
continuo se utiliza un termoblock para mantener la
temperatura.

5.9 Mantilla eléctrica alimentada a través de un
controlador de potencia.
Para efectuar las destilaciones.

5.10 Microbalanza

Para un peso maximo de 5g con precisién 1 pug.
Para el caso que se utilice el método de flujo
continuo utilizando un analizador elemental con
combustién tipo Dumas.

6.0 REACTIVOS Y MATERIALES

6.1 Oxido Cuprico (CuO) en alambre. Pasar
el CuO por una malla del No. 40 para retirar el
polvo y quemar el CuO en una mufla a 850°C
durante tres horas.
6.2 Plata (Ag®) 99,9994% de pureza. Laminar
la plata con un grosor entre 0,1 y 0,4 mm, cortar en
secciones de 1 mm de ancho por 7 mm de largo,
N.E. 001
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limpiar la plata con una solucién de &cido nitrico al
30%, lavar con agua destilada y calentar en una
mufla a 400°C durante una hora. La plata se usa
como catalizador en el tubo de combustion.

6.3 Cobre metalico activado (Cu®) (granalla).
(Alpha Resources Inc. P.O. BOX 199 Stevensville,
Michigan 49127, U.S.A).

6.4 Tanque de CO,, de 99,995% minimo de
pureza, contenido en un tanque metalico a una
presién maxima de 6300 KPa a 294K (21°C) con un
regulador de dos pasos con una presion de entrega
maxima de 10 Pa y un flujo de 1L/min, para ser
utilizado como patrén de trabajo en el
espectrometro de masas de relaciones isotopicas
asi como para la reacciéon de intercambio isotépico
del agua del vino en la determinacion de §'°0.

6.5 Hielo seco.

6.6 Etanol Reactivo analitico
6.7 Acetona. Reactivo analitico
6.8 Mezcla frigorifica (Hielo seco con etanol o

acetona, -80°C)

6.9 Nitrégeno liquido (-190°C).

6.10 Pinzas de punta y espatula de acero
inoxidable para el manejo de muestras.

6.11 Secadora de aire caliente tipo industrial
con capacidad de alcanzar 500°C con ventilador
tipo jaula de ardilla de 1500 rpm.

6.12 Gatos mecanicos de laboratorio de
diferentes tamafos.

6.13 Generador tesla para deteccion de
fugas en sistemas al vacio de vidrio.

6.14 Tubo de cuarzo de 9 mm de diametro
externo, 7 mm de diametro interno y 20 cm de
largo, sellado por un lado con soplete, el cual se
utiliza como tubo de combustién.

6.15 Tubo de cuarzo de 6 mm de diametro
externo, 4 mm de didmetro interno y
aproximadamente 2 cm de largo, sellado por un
lado con soplete, el cual se utiliza para mantener
separado el Oxido cuprico del cobre metalico y
como contenedor para muestras organicas sélidas.
6.16 Tubo de cuarzo de 3,2 mm de diametro
externo, 2 mm de diametro interno vy
aproximadamente 2 cm de largo terminado en
punta para ser utilizado como tubo capilar como
contenedor de muestras organicas liquidas.

6.17 Tubo de cuarzo de 3,2 mm de diametro
externo, 2 mm de didmetro interno 'y
aproximadamente 2 cm de largo se coloca un
filamento de plata de 1mm x 7mm de largo y se
sella por ambos lados dejando un pequefio orificio
para sostener el filamento de plata.

6.18 Calentar todo el material de cuarzo en una
mufla a 650°C durante 1 hora para eliminar
cualquier particula de materia organica, guardar en

recipientes limpios en un horno con una
temperatura de 40-60°C.

6.19 Frascos contenedores de pyrex con
valvula para alto vacio con piston de teflon o de
vidrio tipo Lowers o Kontes. Estos frascos se
utilizan para transportar el CO, de la linea de
preparacion de muestras al sistema de introduccién
del espectrémetro de masas de relaciones
isotopicas.

6.20 Termos de diferentes tamanos (1, 1/2 y
1/4 L) para nitrégeno liquido.

6.21 Termo de 50 L de acero inoxidable para
guardar nitrégeno liquido.

6.22 Un soplete (antorcha) de gas - oxigeno
capaz de alcanzar la temperatura de fusion del
cuarzo.

6.23 Uniones de Swagelok cajon (ultra torr de
3/8 No. SS-6-UT-6 y filro para gases SS4VCR25M)
6.24 Uniones de Swagelok cajon (ultra torr de
3/8 No. SS-6-UT-6 con septum).

6.25 Sistema para romper el tubo de cuarzo que
contiene el gas CO, proveniente de la muestra.
Descrito en el articulo (DesMaris y Hayes 1976).
6.26 Microjeringas de volumen variable de 0 a
10 wly de 0 a 50 ul con puntas de plastico
desechables.

6.27 Jeringa para gas con seguro de 50 ml.
6.28 Pipetas volumétricas de 2 mi.

6.29 Propipetas.

6.30 Matraz de bola de 40 ml con valvula de
paso para alto vacio.

6.31 Grasa de vacio tipo apiezon N.

Para métodos analiticos de determinacion isotépica
de 813CVPDB que utilizan flujo continuo se utiliza el
siguiente material.

6.32 Tanque de Helio 99.999% de pureza.

6.33 Tanque de CO,, de 99.995% minimo de
pureza.

6.34 Tanque de Oxigeno 99.996% de pureza
6.35 Para el cromatografo de gases acoplado al
espectrometro se recomienda utilizar una columna
para sistema capilar PLOT, fase estacionaria
PoraPLOT Q 6 similar de 25 m de longitud X 0,32
mm de diametro externo.

En el caso de emplear un analizador elemental
acoplado al espectrometro se requiere:

6.36 Capsulas de estano.
6.37 Pinzas para cerrar las capsulas.

N.E. 001
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7.0 DETERMINACION DE §'°Cypps EN ETANOL Y
MATERIA ORGANICA.

7.1 Descripcion del método.

La 5" Cypps se determina en un Espectrémetro de
Masas de Isétopos Estables utilizando CO,
separado criogénicamente del producto de la
combustion cuantitativa de la muestra a alta
temperatura. Los resultados se reportan como
8"°Cypps expresado en %o (partes por mil).

En la literatura internacional se reportan ftres
métodos de combustion. El mas reciente utiliza el
espectrometro de masas de is6topos estables
conectado de tal manera que se establece un flujo
continuo a través de un sistema compuesto de
cromatégrafo de gases — horno de combustion —
columna de separacion — y el espectrometro de
masas de isétopos estables, (Hener. U et al 1998).

Otro método utiliza un espectrometro de masas de
isétopos estables usando flujo continuo a través de
un sistema compuesto por analizador elemental - y
espectrometro de masas de is6topos estables,
(Resolucion C-20 de la Republica Argentina, Avant
Projet de Resolution OENO/SCMA/ 00/177/Et.4)

Un tercer método, el cual se describira
posteriormente permite la combustion total de la
muestra en presencia de Oxido cuprico como
oxidante, plata como catalizador y cobre metalico
como reductor de los 6xidos de nitrégeno, estos
reactivos contenidos en un tubo de cuarzo sellado
al vacio son calentados a 900°C durante dos horas
seguido por una estancia de una hora a 650°C. El
CO, obtenido de la reaccién de oxidacion de la
muestra es purificado mediante un proceso de
separacion criogénica.

Para realizar el analisis isotopico, se toma una
alicuota del CO, preparado de acuerdo al
procedimiento descrito en la seccion 7.3 y se lleva
al espectrometro de masas de isétopos estables.
Cienfuegos, Casar y Morales, 1997, basado en el
método de Zvi Sofer 1980.

No se recomienda el método de combustién en
tubo de pyrex sellado a 550°C.

7.2 Descripcion de los diferentes origenes de
las plantas.

Todos los compuestos organicos que forman a los
seres vivos contienen al elemento quimico carbono.

En la naturaleza existen dos atomos de carbono
estables cuya uUnica diferencia entre ellos es su
masa atémica, todas las demas propiedades
quimicas en su mayoria son idénticas. A estos
atomos con estas propiedades se les conoce con el
nombre de is6topos y se representan como carbono
13 (**C) y carbono 12 (*2C).

La proporcion de ambos isétopos estables ('°C/'*C)
para el caso de los alcoholes es tipica de su origen
o de su procedencia y en mucho menor escala de
los posteriores procesos que sufren. En general la
proporcion isotopica del carbono de origen, se
mantiene, lo cual nos permite identificar la fuente.

La base del método consiste en relacionar la
proporcion de isétopos estables expresada en
unidades delta de un producto determinado con el
correspondiente ciclo fotosintético de la planta
origen de la materia prima.

Las plantas se clasifican dependiendo del proceso
fotosintético para fijar el CO, atmosférico en dos
grandes grupos. Plantas tipo C; que utilizan el ciclo
de Calvin, plantas tipo C, siguen el ciclo de Hatch
Slack.

El ciclo de Calvin es empleado por plantas tipo Cj,
a este ciclo pertenecen los frutales como manzana,
peray uva.

El ciclo de Hatch Slack es empleado por plantas C,,
a este ciclo pertenecen plantas como: cafa de
azucar, sorgo y maiz. De este tipo de plantas se
derivan alcoholes hechos por el hombre a partir de
la fermentaciéon de melazas provenientes del aztcar
de cana, maiz, jarabe de maiz con alto contenido
de fructosa.

Entre los grupos de plantas C; y C, existe una
diferencia considerable en la proporcion de isétopos
estables (13C/120) contenidos en las plantas. Por lo
tanto midiendo la proporcién isotdpica expresada
en unidades de §"°Cypps en aguardientes de uva,
brandies, vinos, sidras y bebidas alcohdlicas que
contengan uva, manzana y/o pera, es posible
reconocer el proceso fotosintético de este grupo de
plantas que les dieron origen.

7.3 Procedimiento para la determinaciéon de
§"*Cypps €n materia organica en tubo de cuarzo.

7.3.1 Preparacién y Acondicionamiento del Material
y de la Muestra.
N.E. 001
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Las muestras de aguardiente afiejado, brandy, vino,
vino espumoso o cualquier otra bebida alcohdlica
que se quiera someter a este analisis isotdpico,
deberan estar previamente destiladas con el objeto
de separar la posible contribucion de §"*Cyppg del
azucar de cafia que se utiliza como colorante,
edulcorante o cualquier otro aditivo del aguardiente
y elevar el % Alc. Vol. del etanol.

7.3.1.1. Extraccion del etanol

El método para extraer el etanol es mediante una
destilaciéon fraccionada, porque es el método mas
eficiente de separacion para liquidos con puntos de
ebullicion cercanos, que siguen curvas de
temperatura-composicion de sistemas no ideales
como es el caso de mezclas etanol-agua. Para
obtener un alta pureza de etanol depende del poder
de separacion de la columna y del reflujo, el
principal objetivo de la columna es que alcance el
maximo contacto entre el vapor que sube y el
liquido descendente de tal forma que los vapores
mas volatiles se muevan al receptor mientras
regresan los menos volatiles al matraz de
ebullicién, la cantidad de liquido descendente es el
reflujo.

No se requiere destilar previamente cuando se trate
de muestras provenientes de destilados puros
generados en columnas industriales, siempre vy
cuanto contengan al menos un 38% Alc. Vol.

Las precauciones que se deben tomar para realizar
la destilacidn son las siguientes:

» Todo el material que se utilice debe estar
limpio, libre de material organico.

» El material de vidrio debe tener juntas
esmeriladas, no se deben utilizar tapones
de corcho 6 cualquier elastémero en
ninguna parte. Si se pueden usar
materiales de tefléon.

» La mantilla que se utilice para calentar
debe estar alimentada a través de un
controlador de potencia.

» Se puede utilizar cualquier columna de
destilacién por ejemplo, columna vigreux,
columna de platos, columna con relleno, etc

» Enfriar las muestras aproximadamente
hasta los 0°C antes de abrir las botellas
para evitar la pérdida de etanol por
evaporacion.

Un aparato para realizar una destilacion fraccionada
consiste en:

» Mantilla para calentar el matraz alimentada a
través de un controlador de potencia.

» Matraz bola de 1L con una junta hembra
esmerilada 24/40.

» 1 Columna de destilacion con junta
esmerilada 24/40.

» 1 Condensador con junta esmerilada 24/40

» 1 Termdmetro (de -10 a 150°C o similar) con
una junta 10/30 macho.

» Tubo conector de wvacio con juntas

esmeriladas 24/40 y una junta 10/30 para el

termémetro.

Probeta de recoleccion 100 ml con junta

hembra 24/40.

Mangueras para el condensador

Perlas de ebullicion.

2 soportes universales.

Pinzas para sujetar las columnas.

A\

YVYVY

Procedimiento.

» Colocar la muestra de 500 ml y las perlas
de ebulliciéon en el matraz de bola. Conectar
el matraz a la columna del aparato de
destilacion y comenzar a calentar la
mantilla.

> Si la presion atmosférica en el lugar en
donde se realiza la destilacion es de 101,3
kPa (a nivel del mar), iniciar la coleccion del
destilado cuando se alcance una
temperatura entre 78,0 y 78,2°C. Si la
temperatura excede 78,5°C, se descontinua
el proceso de destilacion bajando la
temperatura de la mantilla por 5 min.
Cuando la temperatura alcance los 78°C,
se puede reiniciar la colecta del destilado
hasta alcanzar nuevamente 78,5°C. La
destilacién debe pararse hasta cuando la
temperatura de ebullicion sube 1°C sobre la
temperatura a la cual se establecio el
proceso de destilacion. Nota, en el caso de
realizar la destilacion en lugares cuya
presion atmosférica es de alrededor de
77,3 KPa, iniciar la coleccién del destilado
cuando se alcance la temperatura de 72°C
y descontinuar si la temperatura excede de
73°C.

» Todo el material de vidrio utilizado para la
destilacién debe ser lavado, enjuagado y
secado en horno antes de realizar otra
destilacion.

7.3.1.2 Preparacion del tubo de combustion.
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Al tubo de cuarzo quemado a 650°C se le adicionan
alrededor de 2 g de 6xido cuprico y el capilar con
filamento de plata (Fig. 2). El conjunto es calentado
una hora a 650°C en una mufla para eliminar
cualquier resto de materia organica. Los tubos asi
preparados son almacenados en un recipiente de
vidrio con tapa en un horno mantenido entre 40 a
60°C.

La adicion de la muestra al tubo de cuarzo se
realiza con una micropipeta 10 ul (80 — 96 % Alc.
Vol.) 6 20 ul (38 % Alc. Vol.) del alcohol
dependiendo del por ciento alcohol volumen y se
colocan en un capilar de cuarzo el cual es
introducido en el tubo de combustién descrito
previamente (fig. 2). Posteriormente se coloca un
tubo pequefio de 6mm de diametro externo de
cuarzo y se deposita invertido dentro del tubo de
combustién de cuarzo de 9 mm de diametro externo
que contiene CuO, el filamento de plata y la
muestra, finalmente se colocan alrededor de 3 g de
cobre metalico con un embudo, todo el material se
manipula con pinzas. La combustion de la muestra
se realiza utilizando el oxigeno liberado por el éxido
cuprico, siendo la plata el catalizador de la reaccion
y el cobre metalico sirve para poder convertir los
6xidos de nitrogeno en N, a una temperatura de
650°C.

Se colocan los tubos de cuarzo que contienen la
muestra, se conectan a la linea de vacio de la
figura 3, las muestras se congelan con nitrégeno
liquido y se comienza a extraer el aire abriendo la
valvula de prevacio hasta alcanzar una presién de 1
Pa, se cierra esta valvula y se abre la valvula de
vacio medio hasta alcanzar una presion de 0,1 Pa,
una vez alcanzada esta presion, el tubo de cuarzo
es sellado con soplete gas-oxigeno con capacidad
para fundir el cuarzo.

Cada vez que se prepara un conjunto de muestras
para analisis isotépico de §'°C, simultaneamente se
preparan un material de referencia de distribucion
internacional pudiendo ser cualquiera de los
siguientes: RM 8539: NBS-22 (4ul), RM 8540:
PEF1 (4 mg), RM 8541: USGS24 grafito (4 mg) 6
RM 8242: Sucrose, ANU (8 mg).

7.3.2 Combustion.

Las muestras en sus correspondientes tubos de
cuarzo sellados son calentadas hasta alcanzar una
temperatura de 900°C, la cual se mantiene durante
dos horas en una mufla, al término de este periodo
se baja la temperatura a 650°C y se mantienen ahi

durante 1 hora. A partir de esto, los tubos se dejan
enfriar lentamente hasta alcanzar la temperatura
ambiente.

7.3.3 Purificacion de CO..

El CO, producto de la combustién de la muestra es
separado y purificado criogénicamente, iniciando
con la separaciéon del agua mediante una mezcla
frigorifica (mezcla de hielo seco con alcohol o
acetona a -80°C), para la purificacién se utiliza otra
trampa enfriada con nitrégeno liquido (-190° C) que
captura el CO, y se eliminan los gases no
condensables a través de una linea de vacio como
lo indica la figura 4.

La operacion detallada de la linea de vacio para la
purificacién del CO, de la figura 4 es la siguiente:
Se cierran valvulas 1 y 2. Se marca el tubo de
cuarzo con un cortador de vidrio y se coloca en el
rompedor en la posicién A de la linea de vacio con
una pinza unién de junta esférica. Se abre la
valvula 1, se evacua hasta alcanzar una presion de
1,0 Pa y posteriormente utilizando la bomba
difusora hasta obtener una presion de 0,1 Pa.

Se coloca un termo con mezcla frigorifica (-80° C)
en la trampa B para condensar el agua y un termo
con nitrégeno liquido (-190°C) en la trampa C para
condensar el CO.,.

Se cierra la valvula 1 y se procede a romper el tubo,
flexionando el rompedor construido de acuerdo al
descrito por Desmaries y Hayes en (1976). Los
gases no condensables se bombean a través del
sistema de vacio, abriendo primero la valvula 5 y
después la valvula que conecta a la bomba
difusora.

Una vez que se tiene una presién de 0,1 Pa se
cierran las valvulas 3 y 4, se retira el termo con
nitrégeno liquido y se mide la presién del CO,
purificado calentandolo a temperatura ambiente.

El CO, purificado se transfiere al frasco contenedor
utilizando nitrégeno liquido a través de la valvula 4
y cerrando la valvula 5. Se cierran valvulas y se
retira el frasco contenedor.

Los frascos con el CO, purificado se colocan en el
espectrometro de masas para determinar la §"°C de
las muestras.

7.4 Resultados
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La §"°C de un compuesto esta expresada mediante
las relaciones isotépicas de la muestra con la
relacion isotépica del patrén internacional VPDB en
partes por mil %o.

Un espectrometro de masas de isotopos estables
con sistema de introduccién dual dara el resultado
de cada analisis directamente en unidades de
8"*Cvpps Y 8'®Ovpps con las correcciones por efecto
de presion, de masas parasitas, efecto de memoria,
gas residual, mezcla de gases por cambio de
valvulas y por abundancia isotépica, (Mook, W.G. y
Grootes P.M. 1973).

7.4.1 Materiales de Referencia

Los materiales de referencia internacionales
utilizados para calibrar el Espectrémetro de Masas
de Iso6topos Estables son:

Para determinar la §'°Cypps €n materia organica se
recomienda utilizar los siguientes materiales de
referencia del NIST 8539: NBS-22 aceite, 8540:
PEF1 poliuretano, 8541: USGS24 grafito 6 8242:
Sucrose, ANU.

Los materiales de referencia para calibrar el CO,
que se utilizara como patrén de trabajo y determinar
8" Cvpps Y 1a 8"®0ypps son el NBS-19 y el NBS-18
que se preparan utilizando la técnica de J. M.
McCrea (1950) y normalizados de acuerdo a Tyler
Coplen, 1988.

Materiales de |8 Cypps. (%0) * |8"®Ovpps (%o) + &
Referencia c

8539: NBS-22|-29,73 + 0,09
aceite

8540: PEF1]|-31,77 £ 0,08
poliuretano

8541: -15,9+£ 0,25
USGS24
grafito

8242: -10,47 £+ 0,13
Sucrose, ANU

8543. NBS-18|-5,04 + 0,06
calcita

-23,05+ 0,19

8544. NBS-19|+1,95 -2,20
calcita

7.4.2 Reproducibilidad

Para el analisis isotopico de 8"Cypps €n materia
organica es posible alcanzar una reproducibilidad
interna 0,1 %, y para resultados de

intercomparacion internacional se espera una
reproducibilidad 0,2 %o con una repetibilidad de 0,6

%oo.
7.5 Interpretacion de Resultados.

En general la adulteracion de las bebidas
alcohdlicas de uva, manzana y/o pera se lleva a
cabo con aguardientes de cafia, sorgo 0 maiz cuyo
valor de 613CVPDB es mas positivo que el limite
inferior de 8"*Cypps de la uva.

La aplicacion de esta norma esta basada en el
conocimiento de los limites estadisticos de las
variaciones naturales, para que con ello se dé una
mayor certidumbre al proceso de la certificacién de
autenticidad.

Los limites estadisticos para el caso de la uva se
obtienen a partir de una distribucion normal basada
en la poblacion total de muestreos estadisticos
realizados en 1984 y 1986 (fig.1). (Otero F. 1995)

La variacion natural de los alcoholes provenientes
de la uva, manzana y/o pera presentan una curva
que se aproxima a una distribucion normal (figura
1); de esta manera se puede asociar un valor de
probabilidad para una muestra auténtica cuando
esté dentro de los limites estadisticos establecidos
por la seguridad tabulada calculada a partir de la
distribuciéon normal. Con tal objeto se establecié un
criterio estadistico de 2,5 o el cual tiene una
probabilidad de certeza del 99,379%, lo que
significa que solamente 1 de cada 161 muestras
estarian clasificadas errbneamente cuando estan
dentro del intervalo mencionado (Abramowitz
1970). De esta manera se puede asociar un valor
de probabilidad para una muestra auténtica cuando
ésta se encuentre dentro de los limites estadisticos.

Para efectos de verificacion de informacion
comercial se toman los intervalos de 6130VPDB =-29
a -26 %o para todos los alcoholes puros destilados
provenientes de bebidas alcohdlicas derivadas de
uvas cultivadas en Meéxico, Estados Unidos de
Norteamérica y otros paises. Para el caso de los
aguardientes de uva y vinos espanoles, se aplica
un intervalo diferente de 8"Cypps = -29 a -24 %o.
Este intervalo es aplicable a bebidas alcohdlicas
derivadas de uvas cultivadas en Espana, Portugal,
Italia y Francia.

El intervalo de 8Cypps = -29 a -26 %o que se
determind para los aguardientes de uvas
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mexicanas también es aplicable a otras bebidas
alcohdlicas derivadas de uvas cultivadas asi como
a bebidas alcohdlicas provenientes de pera y
manzana.

Se debe considerar que en algunas bebidas
alcohdlicas como son vinos generosos, coolers,
vinos espumosos, se acepta que se adicione un
porcentaje de alcohol proveniente de otro origen,
para ello consultar la norma NMX-V-046-NORMEX
y para el caso de otras bebidas alcohdlicas que
contienen uva, manzana o pera.

Para el caso de vinos Europeos cuando las
condiciones climaticas lo requieran en
determinadas zonas viticolas de la Unién Europea,
los Estados miembros interesados podran autorizar
el aumento del grado alcohdlico volumétrico natural
segun se indica en los incisos C y D del Diario
Oficial de las Comunidades Europeas L 179/52 ES
14.7.1999.

La sidra natural debe ser 100% de manzana y/o
pera y a las sidras gasificadas, se puede adicionar
como maximo 85 g/L de azucares al mosto por lo
que deben tener un minimo de 50% de alcohol
proveniente de la manzana y/o pera.

Para productos de uva y manzana de México, se
puede considerar que si la §"*Cvpps NO  se
encuentra dentro de los intervalos estadisticos
establecidos descritos anteriormente, se trata de
una mezcla de alcoholes con diferente origen. Por
lo que se puede utilizar una ecuacion para calcular
el % de alcohol de uva, manzana y/o pera segun
sea el caso la cual tiene una confiabilidad del 95%.
Esta formula se determiné construyendo una curva
tomando en cuenta el valor promedio de §'°C del
jarabe de maiz con alto contenido en fructosa, del
azucar de cana y del sorgo el cual es -11%o y el
valor promedio de §'°C de la uva, manzana y/o pera
el cual es -27%o.

% Alcohol de uva = -6,25 * §"*Cyppg —68,75

% Alcohol de manzana = -6,25 * §"°Cyppg —68,75
8.0 DETERMINACION DE §"Cyppg EN EL CO,
CONTENIDO EN LA INTERFASE GASEOSA DE
VINOS ESPUMOSOS.

8.1 Descripcion del método.

Para la deteccion de la adicion de CO, industrial en
los vinos espumosos, se obtiene una alicuota de
CO, contenido en la interfase gaseosa dentro de la
botella antes de abrir. El gas obtenido que contiene
al CO,, requiere para ser introducido al
espectrometro de masas ser purificado para
determinar la §"Cyppg.

De manera similar a la anterior es posible utilizar
los espectrometros de masas de flujo continuo para
determinar la 5'°Cyppg del CO, contenido en la
interfase gaseosa dentro de la botella antes de
abrir. Una alicuota de este gas se coloca en un vial
previamente se le hace vacio con presion de 0,1
Pa, el tapdn debe tener septum y se coloca en una
charola, para medir el CO, en forma automatica se
usa una configuracion de automuestreador,
columna cromatografica, membrana de nafion para
separar el agua y un espectrometro de masas de
isotopos estables.

8.2 Descripcion de los diferentes origenes del
CO..

Con la composicién isotépica tanto del carbono
como del oxigeno, es posible conocer el origen del
CO, que se encuentra disuelto en los vinos
espumosos. El fundamento de este criterio se basa
en el conocimiento de las principales fuentes del
CO, en la naturaleza. El contenido isotépico del
CO, atmosférico en aire marino y areas rurales
tiene un intervalo de 8"Cypps = -6,7 @ -7,4 %o y la
5"®0vpps +0,8 a -0,6%o (Keeling Charles D. 1961).
Por otro lado el CO, industrial, puede provenir de la
combustién de varias fuentes de carbono que hay
en la naturaleza, entre ellas gas natural y
combustible fosil, con un intervalo de 8"Cyppg = -22
a -75 %o, de aceites de petréleo con un intervalo de
813CVPDB = -25 a -33 %o, de carbéon natural o hulla
con un intervalo de §">Cyppg = -25 a -31 %o (Dumbar
J 1982). En el caso de ser CO, enddégeno que se
encuentra en vinos espumosos, el cual es un
producto que puede ser procedente de azucar de
cafia con una 8"Cyppg = -12,5 + 1,5 %o, maiz
(HFCS) con una 8"™Cypps = -9,7 * 1 %o, uva,
remolacha azucarera con una 613CVPDB =-24 a -
27,5 %o 6 mezclas de ellos.

8.3 Procedimiento para la determinacion de
§"*Cypps del CO, proveniente de cualquier bebida
carbonatada.

Tomar con una jeringa de 50 ml con seguro, una
alicuota del gas de la interfase gaseosa del envase.
Una alicuota de este gas, se introduce a una linea
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de vacio (fig. 4) a través de un septum para
purificarla mediante una separacién criogénica del
CO.,. Esto se realiza mediante el paso de este gas
a través de una trampa con mezcla frigorifica (-
80°C) y una trampa de nitrégeno liquido (-190°C).
Para eliminar el nitrégeno, éste se evacua con
prevacio y vacio medio. Se cierran las valvulas 3 y
4 y el CO, de la trampa se descongela y se mide la
presion de CO, en la trampa C con el objeto de
verificar que se cuenta con suficiente CO, para ser
medido (la cantidad de CO, depende de cada
espectrometro). Con el objeto de eliminar los 6xidos
de nitrégeno se transfiere contenidos en la muestra
el CO, purificado a un tubo de cuarzo con Cu° y
Ag° utilizando nitrégeno liquido y se sella con
soplete. Se calienta el tubo en la mufla a 650°C por
una hora, posteriormente se purifica el CO, en la
linea de vacio (fig 4) y se transfiere en CO, en un
frasco contenedor y se lleva al espectrometro de
masas.

8.4 Resultados

8.4.1 La unidad de reporte es la 3"°Cyppg la cual se
explica en el apartado 7.4 y los materiales de
referencia que se emplean se mencionan en el
apartado 7.4.1.

8.4.2 Reproducibilidad

Para el analisis isotopico de 8"Cypps €n materia
organica es posible alcanzar una reproducibilidad
interna de 0,2 %, Yy para resultados de
intercomparaciéon internacional se espera una
reproducibilidad de 0,6 %o.

8.4.3 Interpretacion de Resultados.

Para los casos en donde se quiere juzgar el origen
del CO, de los vinos espumosos es conveniente
conocer que el CO, atmosférico en aire marino
tiene un intervalo de 613CVPDB = -6,7 a -7,4 %o
(Keeling Charles D. 1961).

Para el caso de vinos espumosos realizados por el
método Champenoise 6 Charmat el CO, contenido
en estas muestras tiene que ser endégeno con un
intervalo de 813CVPDB = -12 £+ 1,5 %o cuando son
derivadas de azucar de cafia 0 §"°Cypps = -9,7 *
0,9 %0 de maiz que son plantas C,4, en el caso de
vinos espumosos europeos utilizan también azucar
de remolacha con una 8"Cyppg = -24 a —27.,5 %o O
mezclas de estos azucares.

Para vinos gasificados el intervalo es de 8" Cvpps =
-22 a -75%o. En un estudio de mercado de bebidas

gasificadas se obtuvo un intervalo de 8" Cvpps = -
34 a -42 %o

9.0 DETERMINACION DE §"Oyswow EN AGUA
DE LOS VINOS.

9.1 Descripcion del método

Para la deteccion de la adicidon de agua en los vinos
se utiliza la determinacion §'°Oygwow €n agua, ésta
se realiza por medio de un intercambio isotépico
entre el oxigeno del agua contenido en el vino y el
oxigeno del CO, que se adiciona con objeto de
realizar este analisis, de tal manera que la
composicion isotépica del oxigeno del CO, que se
analiza en el espectrometro de masas sea
representativo de la composiciéon isotépica del
oxigeno del agua del vino en la muestra con la cual
estuvo en equilibrio de acuerdo al método de Epstein
y Mayeda 1953.

9.2 Descripcion de los diferentes origenes del
agua.

Para la interpretacion de resultados isotépicos de
6180VSMOW del agua contenida en los vinos. Se
considera como punto de partida que el agua
pluvial o de riego que es absorbida por las raices
de la planta y posteriormente es enriquecida en las
hojas por evapotranspiracién. El enriquecimiento
del agua (savia) en la planta puede llegar ha ser de
10 a 15 %o en &'°0, lo cual depende fuertemente de
la cantidad disponible de agua en la planta.

Cabe resaltar que esta evapotranspiraciéon provoca
que la composicion isotopica de §'°Oyswow del agua
subterranea, de lluvia o proveniente de manantiales
sea muy diferente al agua contenida en el jugo de
fruta por lo que es posible identificar las adiciones
ilicitas de agua en los vinos. Tipicamente debe
haber diferencias de mas de 5 %eo.

Muchos estudios realizados en diferentes paises se
han encontrado pequenas diferencias las cuales se
explican debido a cambios climaticos. Por ejemplo
en paises en los cuales el clima es calido eIJugo de
las uvas se encuentra mas enriquecido en %0 que
en paises con clima mas frio y también hay una
dependencia con respecto a la cantidad de lluvia
anual. El proceso de fermentacion del jugo de uva
no afecta considerablemente la 6180\/3,\,.0\,\, del agua
en el vino el cual es aproximadamente -0,2 + 1,2%o.
(Dumbar 1982).
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Los acuiferos de una region especifica poseen una
composicion homogénea, que se relaciona
linealmente al promedio de la temperatura de la
precipitacion y en general con el clima del lugar
(evaporacion) de acuerdo a la linea metedrica del
agua propuesta por Craig H. Es posible conocer la
5'°0 esperada en una region dada, basandose
exclusivamente en datos geograficos como son la
latitud, longitud, altura sobre el nivel del mar, y
factores climaticos locales como la temperatura y
precipitacion media anual.

Con respecto al agua metedrica muchos
parametros pueden influir el contenido de isétopos
de oxigeno, sin embargo existe una correlacion
lineal entre el contenido de oxigeno 18 del agua y
de la temperatura del lugar la cual fue establecida
por la IAEA.

5'®0 %o = 0,597T - 0,0035P + 0,106L + 0,0012A
conr=0,833

En donde T es la temperatura mensual en °C, P es
la precipitaciéon mensual expresada en mm, L es la
latitud expresada en grados y A es la altitud sobre
el nivel del mar expresada en metros.

9.3 Procedimiento para la determinacion de
5"®0vypps €N agua

El método que se describe a continuacion se basa
en el articulo de Epstein y Mayeda 1953,
modificado para 2 ml de agua el cual se realiza en
una linea de vacio para la preparacion vy
purificacion de muestras de agua como la que se
muestra en la fig 5.

Procedimiento para adicionar el CO, a la muestra de
agua: dos mililitros de la muestra por analizar se
colocan en el frasco reaccionador utlizando una
propipeta y una pipeta volumétrica de 2 ml.
Posteriormente el frasco se coloca en la linea de
vacio via la llave de paso (Figura 5). Se congela la
muestra con una mezcla frigorifica (-80°C) por 10
minutos, pasado ese tiempo se evacuan los frascos
contenedores primero haciendo prevacio hasta
obtener una presion de 1,0 Pa y posteriormente vacio
medio hasta lograr una presion de 0,1 Pa. Las
muestras de agua se descongelan y se vuelven a
congelar repitiendo el procedimiento anterior.

Se introduce alrededor de 5,64 X 10 mol de CO; a
cada frasco utilizando nitrégeno liquido para
congelarlo y se cierran las valvulas de paso, cada vez

que se preparan cinco muestras se llena un frasco
contenedor con CO, para verificar su contenido
isotopico.

Se transfieren los frascos reaccionadores a un bafo
con termostato a 25°C + 0,1°C durante 16 horas con
agitacion.

Pasado este tiempo se extrae y purifica el CO,
mediante trampas criogénicas utilizando mezcla
frigorifica y nitrégeno liquido.

Los frascos con el CO, purificado se colocan en el
espectrometro de masas de is6topos estables para
determinar la §'°0 de las muestras.

El procedimiento automatico utilizando varia en
cada equipo asi como la temperatura del bafio en el
cual se realiza el equilibrio, por lo que cualquier
variacion a este método se puede utilizar siempre y
cuando se normalicen los resultados utilizando los
materiales de referencia VSMOW, SLAP y GISP de
acuerdo con Tyler Coplen (1988).

9.4 Resultados
9.4.1 Metrologia Isotépica

Actualmente, son utilizadas indistintamente dos
escalas para reportar las relaciones isotopicas del
80/"0, las cuales se emplean dependiendo de la
matriz de que se trate. Para el reporte de 50 en
carbonatos se utiliza preferentemente la escala
VPDB. Para el caso del agua, se toma como punto
de referencia el contenido '®0/'®O del agua de mar
promedio el cual es referido como VSMOW (Vienna
Standard Mean Ocean Water). Este patron
internacional, es distribuido por las Instituciones de
estandares ya mencionadas. Ambas escalas
VSMOW y VPDB, se relacionan entre si, de acuerdo
a una expresion matematica descrita por Tyler
Coplen 1988.

Por facilidad técnica la determinacion de 8"Oysmow
en agua se lleva a cabo por medio de una reaccion
intercambio isotdpico entre el oxigeno del agua vy el
oxigeno del CO,, de tal manera que la composicion
isotdpica del oxigeno del CO, que se analiza en el
espectrometro de masas es representativo de la
composicion isotdpica del oxigeno del agua muestra
con la cual estuvo en equilibrio descrita por Epstein y
Mayeda (1953).
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El intercambio isotdpico entre el CO, y el agua se
lleva a cabo a 25°C, esta reacciéon de intercambio se
representa por:

H2180 + 12C160160 = H2160 + 12C16018O

Para el calculo de la 50 del agua se utiliza la
ecuacion Craig H. (1957).

p+o:} o
2

o= 5 (51%9}&'5‘2#3?&:1;'&@

En donde § es el valor de reporte para el oxigeno del
agua. 8" corresponde a la medida del CO; equilibrado
con el agua relativo al estandar. o es el factor de
fraccionamiento. p es la relacion entre el numero de
gramos atomo de oxigeno en el agua y el nUmero de
gramos atomo de oxigeno del CO, introducido en el
frasco junto con el agua para realizar la reaccién de
intercambio isotdpico. Se recomienda que p tenga un
valor alrededor de 90.

En esta expresmn o, el factor de fraccionamiento
(180/160(002))/( %0/"®0y120)) tiene un valor de 1,039 a
25°C. &' Ocog de Tanque) €S €l analisis de oxigeno 18
del CO, de tanque utilizado para el equilibrio.

La 5" Ovemow expresa a partir de las relaciones
isotdpicasde %0/™®0 de la muestra y la relacion
isotopica ®0/"®*0 de VSMOW de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

18y =| (“0/°O}yctrs I
o 70 [8Qf1a°}«.rsmnw1 16

El resultado de 5'°0 que se obtiene generalmente del
espectrometro es relativo a VPDB por lo que se
requiere aplicar una técnica llamada normalizacion
para transformar este resultado y poderlo reportar
como §"®Oysmow tal como lo recomendaron en 1995
la Comision de Pesos Atémicos y Abundancias
Isotépicas de la IUPAC. La normalizacion de los
resultados de los andlisis isotépicos implica no solo
un cambio de escala sino ademas, esta metodologia
de normalizaciéon, permite corregir los resultados
experimentales para eliminar diferencias generadas
por el uso de diferentes espectrémetros, laboratorios
y técnicas.

La normalizacion de resultados se debe hacer de
acuerdo al método descrito por Tyler Coplen, 1988,
para aplicar correctamente esta normalizacion implica
el andlisis en el laboratorio de las muestras de interés
junto con dos alicuotas de patrones internacionales
extremas (SLAP y VSMOW).

9.4.2 Materiales de Referencia

Para determinar §"®Oysuow se utilizan los siguientes
materiales de referencia 8535. VSMOW, 8536:
GISP y 8537: SLAP, los cuales son indispensables
para normalizar, su incertidumbre es de 0,05%o.
Dado que Uunicamente cada laboratorio puede
obtener una alicuota de 30 ml de estos materiales
cada tres anos, se recomienda que cada laboratorio
prepare muestras de agua con diferente
composicion isotdpica las cuales deberan ser
calibradas con VSMOW, SLAP y GISP, estas
muestras asi calibradas pueden ser utilizadas como
patrones de uso diario.

Materiales  de | 5"Ovsmow (%)
Referencia

8535 VSMOW 0,0
8536 GISP -24.,85
8537 SLAP -55,5

9.4.3 Reproducibilidad

Para el andlisis de "0 (Epstein y Mayeda 1953) es
posible alcanzar una reproducibilidad interna de
0,1%., y para resultados de intercomparacion
internacional se espera una reproducibilidad de
0,26%o.

9.5 Interpretacion de Resultados

El intervalo de 6180V3MOW del agua de los vinos de
mesa tiene un intervalo de 1 a 8,5 %e..
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11.0 CONCORDANCIA CON
INTERNACIONALES

NORMAS

Esta norma no concuerda con ninguna norma
internacional, por no existir referencia al momento
de su elaboracion.
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Estimacién estadistica por intervalos de confianza para el andlisis de 3'*Cyppg

13
8 CVF’DB

Figura 1
Datos Figura 1.
z P(x) 1/ (1-P(x))
1 sigma 0.84 1en6
2 sigma 0.98 1en44
2.5 sigma 0.99 1 en 161
3 sigma 1.00 1en741
4 sigma 1.00 1 en 25000
5 sigma 1.00 1 en 1000000

PAG 19 DE 23

N.E. 001



PROY-NMX~-V-025-NORMEX-2001

FECHA DE EMISION: 12 DE SEPTIEMBRE DEL 2001

s o
fgﬁ — CU® = 30.

Tamario de muestra 3-25 mg dentro de tubo de cuarzo 6mm DE

Tubo de cuarzo Gmm DE
A?(mim % 7 mim) en un tubo capilar de Smm DE x1.5 cm

i Ej Cud=3g.

oL

— Tubo de cuarzo 9 mm diametro externo

Tubo de Combustion para muestras solidas

w&g—} Cue = 3.

Tuho de cuarzo Gmm DE Tamario de muestra 4-100 pul dentro de un tubo capilar de 3mm DE x1.5 cm

AgtCimim x 7 min) en un tubo capilar de 3mm DE =1.5 cm

H Cud =34,
— Tubo de cuarzo 9 mim didgmetro externo

Tubo de combustién para muestras liguidas

Figura2
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Linea de Vacio para la purificacion de muestras Organicas
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Linea para la preparacion y purificacion
simultanea decinco muestras,
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Figura 5
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