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RESUMEN

El aroma del vino esta formado por un conjunto de compuestos volatiles, que va
evolucionando a lo largo del tiempo. Durante el envejecimiento, el aroma puede llegar
a evolucionar de forma negativa cuando ciertos compuestos se generan en cantidades
muy superiores a sus umbrales de olfaccion. Ciertos aldehidos como el metional,
fenilacetaldehido, isobutanal, 2-metilbutanal y 3-metilbutanal pueden llegar a ser
responsables del fin de la vida Gtil de un vino. Estos aldehidos se forman a través de
la degradacidn de Strecker. En esta ruta, un compuesto a-dicarbonilico reacciona con
un aminoacido (metionina, fenilalanina, valina, isoleucina y leucina respectivamente)
para dar el aldehido. En el presente trabajo se estudia el posible efecto catalitico de
metales (Fe, Cu, Mn) en la formacion de aldehidos y el efecto del tipo de a-dicarbonilo
de partida: preformado o quinonas formadas in situ a partir de compuestos fendlicos
en procesos oxidativos. El estudio se llevo a cabo mediante dos experimentos en los
cuales la matriz fue de vino sintético. En el primer experimento, se trabajé con
disoluciones de 1mM de diacetilo o metilglioxal, una disolucion 0.2 mM de cada uno
de los aminoacidos precursores y en presencia de distintas combinaciones de metales
en condiciones de anoxia. En el segundo experimento, se trabajo con disoluciones 1
mM de acido galico o 4-metilcatecol, la misma disolucién de aminoacidos (0.2 mM
de cada uno), presencia de metales y oxigeno. Las muestras se incubaron durante 33
dias a 35°C y posteriormente se analizaron aplicando una previa derivatizacion de los
aldehidos que fueron extraidos de la matriz mediante extraccion en fase solida. Los
extractos fueron inyectados en un cromatografo de gases acoplado a espectrometria
de masas. El experimento 1 confirmé el papel catalitico de determinadas
combinaciones de metales sin la presencia de oxigeno. Se ha encontrado un efecto
negativo en la interaccion Fe?* x Mn?* y un efecto positivo del Mn?*, También se
aprecia la influencia negativa del Fe?* en la formacion de aldehidos con la excepcion
del metional, para el cual la presencia de hierro influye positivamente. Los valores de
rendimiento en este experimento oscilaron entre 0,005% y 0,117% para diacetilo, y
0,019% y 1,155% para el metilglioxal mientras que en el experimento 2 se obtuvieron
unos valores de entre 0,34% y 1,42% a partir del &cido galico, y de 2,93% y 10,5%
con el 4-metilcatecol. Con la excepcion del fenilacetaldehido, el sistema con 4-
metilcatecol ha formado 10 veces mas aldehidos que el &cido galico y 100 veces mas

que el metilglioxal y diacetilo.



ABSTRACT

The aroma of wine is composed of a set of volatile compounds, which evolves over
time. During ageing, the aroma can evolve negatively when certain compounds are
generated in quantities much higher than their olfactory thresholds. Certain aldehydes
such as methional, phenylacetaldehyde, isobutanal, 2-methylbutanal and 3-
methylbutanal can be responsible for the end of a wine's shelf life. These aldehydes
are formed through Strecker degradation. In this route, an a-dicarbonyl compound
reacts with an amino acid (methionine, phenylalanine, valine, isoleucine and leucine
respectively) to generate the aldehyde. In the present work, the possible catalytic
effect of metals (Fe, Cu, Mn) on the formation of aldehydes and the effect of the nature
of the a-dicarbonyl type: preformed or quinones formed in situ from phenolic
compounds in oxidative processes were studied. The study was carried out in two
experiments in which the matrix was synthetic wine. In the first experiment, 1 mM
solutions of diacetyl or methylglyoxal, a 0.2 mM solution of each of the precursor
amino acids and in the presence of different combinations of metals were employed
under anoxic conditions. In the second experiment, 1 mM solutions of gallic acid or
4-methylcatechol, the same solution of amino acids (0.2 mM of each), the presence
of metals and oxygen were used. The samples were incubated for 33 days at 35°C and
subsequently analysed by prior derivatization of the aldehydes, which were extracted
from the matrix by solid-phase extraction. The extracts were injected into a gas
chromatograph coupled to mass spectrometry. Experiment 1 confirmed the catalytic
role of certain metal combinations without the presence of oxygen. A negative effect
of Fe?* x Mn?* interaction and a positive effect of Mn?* were found. The negative
influence of Fe?* on the formation of aldehydes is also observed except for methional,
for which the presence of iron has a positive influence. The yield values in this
experiment ranged from 0.005% to 0.117% for diacetyl, and 0.019% to 1.155% for
methylglyoxal, while in experiment 2 values of 0.34% to 1.42% were obtained from
gallic acid, and 2.93% to 10.5% with 4-methylcatechol. With the exception of
phenylacetaldehyde, the system with 4-methylcatechol formed 10 times more

aldehydes than gallic acid and 100 times more than methylglyoxal and diacetyl.



ABREVIATURAS
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AA: Aminoacidos

ANOVA: Anadlisis de varianza

BDO: Sistema que contiene Diacetilo

DSR: Desviacion Estandar Relativa

GC-MS: Cromatografia de gases acoplada a Espectrometria de Masas
IS: Estandar Interno

LAAE: Laboratorio de Analisis del Aroma y Enologia

MGO: Sistema que contiene Metilglioxal

PFBHA: O-(2,3,4,5,6-Pentafluorobenzil)hidroxilamina clorohidrato
SIM: Monitorizacion del lon Seleccionado

SPE: Extraccion en Fase Solida



1. INTRODUCCION
1.1. El aroma del vino

El conjunto de compuestos volatiles presentes en un vino es responsable de la calidad del
aroma del mismo (Polaskova, Herszage y Ebeler, 2008; Mufioz-Gonzélez et al., 2011).
En el vino se pueden encontrar aromas florales, afrutados, especiados y amaderados
provenientes de compuestos como los terpenos, ésteres, alcoholes, &cidos grasos,
acetatos, metoxipirazinas o aldehidos, entre otros (Ter Schure et al., 1998; Regoddn
Mateos, Pérez-Nevado y Ramirez Fernandez, 2006; Bloem et al., 2007; Bloem et al.,
2008; Hernanz et al., 2009; Park, Shaffer y Bennett, 2009; Obreque-Slier, Pefia-Neira y
Lépez-Solis, 2010).

Para conseguir un determinado tipo de perfil aromatico, son importantes una serie de
factores tales como la etapa de maduracion de la propia uva, las técnicas de
procesamiento, las estrategias de fermentacion y el envejecimiento en barrica (Antonelli
et al., 1999; Delfini et al., 2001; Estévez, Gil y Falqué, 2004 ; Regodon Mateos, Pérez-
Nevado y Ramirez Ferndndez, 2006; Styger, Prior y Bauer, 2011; Liang et al., 2021). Los
procesos que influyen en la composicion aromatica final del vino pueden ser fisicos,
quimicos o enzimaticos. Antes de la fermentacion se producen de tipo enzimatico y
oxidativo, durante la fermentacidn sobre todo por la accién de levaduras y después de la
fermentacion por procesos redox, hidroliticos o de extraccion como es el caso del

envejecimiento en barrica (Herrero, 2015).

La percepcion del aroma del vino presenta una gran complejidad no sélo debido al gran
numero de componentes, sino también a la influencia por parte de la matriz (que afectara
a la volatilidad de los compuestos) y a variables psicoldgicas que entran en juego en el
momento del consumo del vino (Mufioz-Gonzalez et al., 2011). Esta percepcidn debe ser
analizada mediante el céalculo de factores de impacto especificos. Esto en su medida,
depende del impacto que presente cada olor relacionado con la concentracién en la mezcla
y el umbral de percepcion de cada olor (Leffingwell y Leffingwell, 1991). No obstante,
los olores de menor impacto pueden influir para cambiar la percepcion de otros olores en
una mezcla, dando lugar a interacciones competitivas, cooperativas, destructivas o

creativas (Ferreira, de la Fuente-Blanco y Saez-Navajas, 2021).



1.2. Presencia de aldehidos y fenoles en el vino

Los aldehidos y fenoles son compuestos que contribuyen de manera importante en las
propiedades organolépticas del vino. Los carbonilos y en particular aldehidos, son
moléculas muy reactivas, ya que pueden reaccionar con los polifenoles del vino,
aminoacidos, proteinas y con el diéxido de azufre (Bueno, Carrascon y Ferreira, 2016).
Algunos de ellos se han identificado como los compuestos aroméaticos mas importantes
que se forman tras la oxidacion del vino, como es el caso del metional, fenilacetaldehido,
isobutanal, 2-metilbutanal y 3-metilbutanal (Singlenton y Kramlinga, 1976; Escudero et
al., 2000; Escudero et al., 2002; Silva Ferreira et al., 2003).

Destacar que, en el vino se forman diacetilo y metilglioxal por la actividad microbiana y
durante el envejecimiento (Pripis-Nicolau et al., 2000) llegando a cantidades medias de 5
mg/L para el diacetilo (Bueno, Carrascon y Ferreira, 2016) y 1,8 mg/L para el metilglioxal
(Barros et al., 1999).

Se estudio la reactividad del diacetilo y metilglioxal de forma cuantitativa ya que en
estudios anteriores se ha observado cualitativamente que cuando se encuentran junto a
aminoacidos (Tabla 1) dan lugar a aldehidos de Strecker detectandose olores no muy

agradables (Pripis-Nicolau et al., 2000).

Tabla 1. Aminoacidos precursores de aldehidos de Strecker junto con sus umbrales de

olfaccion (Ferreira et al., 2014).

Aminoacido Aldehido intermedio Umbral de olor
(Hg/L)
Valina Isobutanal 6,0
Isoleucina 2-metilbutanal 16,0
Leucina 3-metilbutanal 4,6
Fenilalanina Fenilacetaldehido 1,0
Metionina Metional 0,5

Por otro lado, los compuestos fendlicos contribuyen en el gusto del vino aportando
amargor y astringencia (Ferrer-Gallego et al., 2014). Pueden influir en el sabor de los
alimentos a través de sus reacciones con compuestos carbonilicos y debido a sus
propiedades antioxidantes pueden influir en las reacciones de oxidacion lipidica
(Delgado, Zamora y Hidalgo, 2015). Uno de los fenoles considerados mas reactivos en la
formacion de aldehidos de Strecker y asociado a la oxidacion del vino es el acido galico
(Monforte et al., 2019; Monforte, Martins y Silva Ferreira, 2020). Por eso, para este

estudio se eligi6é usar acido galico y 4-metilcatecol que, aunque no esta presente en el



vino se considera el fenol méas sencillo que representa a aquellos fenoles que pueden

formar quinonas (Danilewicz, 2007).
1.3. Formacidn de los aldehidos de Strecker en el vino durante el envejecimiento

Algunos vinos requieren de un periodo de envejecimiento en botella para conseguir una
determinada evolucion en el aroma y por tanto, una calidad 6ptima (Ugliano, 2013). De
esta forma, se reduce la astringencia (Chira, Jourdes y Teissedre, 2012) y se estabiliza el
color (Pérez-Magarifio y Gonzélez-San Jose, 2004). A veces, esta evolucion puede ser
negativa ya que un exceso de oxigeno puede influir y producir aromas tipicos de
oxidacion y otras veces la ausencia de oxigeno produce aromas de reduccion (Ugliano,
2013; Ferreira et al., 2014).

Dentro de esos aromas tipicos de oxidacion, se encuentran los cinco aldehidos que se han
comentado en el apartado anterior. A estos aldehidos se les denominan aldehidos de
Strecker porque pueden formarse a partir de la degradacion de Strecker (Figura 1). Para
ello un aminoacido reacciona con un compuestos a-dicabonilico, que podria venir de la
degradacion de azucares. Este compuesto a-dicabonilico también puede ser una quinona
que proviene de la oxidacion de compuestos fendlicos (Rizzi, 2006) (Figuras 1y 2). En
este segundo caso, el papel catalizador de los metales ha sido bien demostrado
(Danilewicz, 2007; Monforte, Martins y Silva Ferreira, 2018). Otros de los factores que
influyen en la degradacion de Strecker son la temperatura y el pH, donde una temperatura

y pH elevados favorecen la reaccion (Monforte, Martins y Silva Ferreira, 2018).
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Figura 1. Formacion del metional a partir de su aminoacido mediante la reaccion de

Strecker. Adaptada de las referencias (Grant-Preece et al., 2013; Ephrem et al., 2018).



Sin embargo, existen otras vias de formacion de estos aldehidos (Figura 2) como la
oxidacion directa de sus alcoholes precursores (Ferreira et al., 2014) a través del radical
hidroxilo producido tras la reaccién de Fenton (Anexo 1), la degradacién de compuestos
de Amadori (Hofmann y Schieberle, 2000a) y la liberacién de los aductos formados con
el SO (Bueno, Zapata y Ferreira, 2014).

@ Bissulphite
Alcohols \ / adduct

Strecker
Aldehydes

] a-dicarbonyls

Oxidative degradation
of Amadori compounds

Figura 2. Rutas de formacion de aldehidos de Strecker (Monforte, Martins y Silva
Ferreira, 2020).

2. OBJETIVOS

En el presente trabajo se estudia el papel relativo jugado por los distintos elementos que
forman parte de la reaccion de Strecker y que pueden afectar a la generacion de aldehidos
aromaticos durante la oxidacion del vino. Por ello, se plantean como objetivos
especificos:
e Estudiar el efecto de los catalizadores metalicos (Fe, Cu, Mn) en la formacion de
aldehidos a partir de aminoacidos y dicarbonilos.
e Estudiar el efecto diferencial del tipo de a-dicarbonilo de partida en la formacion de
aldehidos aromaticos a partir de aminoacidos en procesos oxidativos.
Por otra parte, los objetivos académicos del trabajo son:
¢ Aplicacion de los conocimientos adquiridos en el master sobre un problema real.
e Formacion del estudiante en el método cientifico.
e Empleo de técnicas cromatograficas
e Realizacion de andlisis estadisticos en el tratamiento de datos.
¢ Blsqueda bibliogréfica.

e Transmisién de conocimientos generados a través de la memoria y defensa del trabajo.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Equipos y Materiales

Adaptador de cartuchos

Agitador horizontal Heidolph Promax 1020 (Heidolph Instruments GmbH &
Co., Alemania)

Balanza analitica HR-200 (A&D Weighing Co., EEUU)

Barras de cola 18cm*7mm (China)

Bolsas de vacio PET13/PE70 transparentes 200x200 (Coimbra pack.S.L,
Espafia)

Bureta de 10 mL

Camara de anoxia GP (Concept) (Jacomex SAS, Francia)

Equipo de Ultrasonidos Ultrasons 20 (J.P Selecta S.A., Espafia)

Espatulas

Estufa Memmert 35-75 (Memmert GmbH & Co., Alemania)

Frascos de vidrio de borosilicato Pyrex™ de 1L y 500 mL (Fisher Scientific Inc.,
EE. UU.)

Frits de polietileno para cartuchos de 1mL (Supelco Inc., EE. UU.)

Granatorio W Electronic Scale WT30001K (Want Balance Instrument Co.,
China)

Jeringas Hamilton de 200 y 100 pL

Matraces aforados de 50 y 200 mL (Fisher Scientific Inc., EE. UU.)

Medidor pH (MicropH 2002, CRISON)

Micropipetas de 250, 1000 y 5000 pL (Acura autoclavable, Socorex)

Pipeta de plastico desechable 10 mL (Fisherbrand., EE. UU.)

Pipetas Pasteur de vidrio (Labbox Labware S.L., Espafia) y de plastico (Deltalab
S.L., Espafia)

Pistola de silicona 50W (Dweyka)

Probetas de vidrio de 10 y 100 mL (Laboaragon S. L., Espafa)

Purificador de agua Mili-Q (Millipore, EEUU)

Reservorios de 1 mL (Supelco., EEUU)

Reservorios de 25 mL (Varian Inc., EEUU)

Resina Supelclean ENVI-Chrom P (Supelco., EEUU)

Sistema de vacio (vacuum manifold) (Agilent Technologies Inc., EEUU)



e Tubos de vidrio transparente con tapdn roscado denominados WIT de 60 mL
(capacidad nominal) (WIT, Francia) que contienen Sensores de oxigeno Pst3
(Nomacorc, S.A., Bélgica)

e Vasos de precipitado de plastico de 5 mL y 100 mL (Labbox Labware S.L.,
Espafia)

e Vasos de precipitado de vidrio de 50 mL (Labbox Labware S.L., Espafia)

¢ Viales con inserto de capacidad 200pL (ALWSCI Technologies Co., China)

e Vialesde 2 mL y viales de 20 mL con cuello roscado y tapdn roscado con septum
(Thermo Fisher Scientific Inc., EEUU)

e Viales de vidrio 12 mL ambar (ALDO S.L.U, Esparia)

3.2. Reactivos y Disoluciones

Se realizaron dos experimentos para estudiar la formacion de aldehidos de Strecker a
partir de aminoacidos y compuestos a-dicarbonilicos ya presentes (experimento 1) o
formados in situ a partir de polifenoles (experimento 2). En el experimento 1, ademas

se estudio el efecto catalitico de metales (Fe, Cu y Mn) en la formacion de aldehidos.

Disolventes

e Diclorometano (CH:Cl). Fischer Scientificc CAS No. 75-09-2; >99,8%),
methanol (MeOH, Scharlab, CAS No. 67-56-1; > 99,9%) y una disolucion de
H20O/methanol al 12%.

e Hexano (n-Hexane, UniSoly, Merck, CAS No. 110-54-3; > 99%).

Aminoacidos

e L-Fenilalanina (Phe), Sigma Aldrich, CAS No. 63-91-2; > 98%.
e L-Isoleucina (lle), Sigma Aldrich, CAS No. 72-32-5; > 98%.

e L-Leucina (Leu), Sigma Aldrich, CAS No. 61-90-5; > 98%.

e L-Metionina (Met), Sigma Aldrich, CAS No. 63-68-3; > 98%.
e L-Valina (Val), Sigma Aldrich, CAS No. 72-18-4; > 98%.

Metales

e lon (I1) chloride tetra-hydrate, Sigma Aldrich, CAS No. 13478-10-9; > 99%.

e  Copper (1) sulfate penta-hydrate, Sigma Aldrich, CAS No. 7758-99-8; > 98%.

e Manganese (Il) chloride tetra-hydrate, Sigma Aldrich, CAS No. 13446-34-9;
>98%.



a-Dicarbonilos

Diacetilo (cddigo BDO; 2,3-butanodiona, Sigma Aldrich, CAS No. 431-03-8; 97%) y
metilglioxal (cédigo MGO; 2-oxopropanal, Sigma Aldrich, CAS No. 78-98-8; 40 %).

Compuestos fendlicos

Acido galico (4cido 3,4,5-trihidroxi-benzoico, Sigma Aldrich, CAS No. 149-91-7;
97,5-102,5%) y 4-metilcatecol (Sigma Aldrich, CAS No. 452-86-8; > 95%).

Aldehidos

e Estandares internos: 2-metilpentanal (Merck, CAS No. 123-15-9; > 98%), 3-
metilpentanal (Alfa Chemistry, CAS No. 15877-57-3; > 96%), metional deuterado (3-
(metiltio)propionaldehido-d3, Eptes; CAS No. 136430-27-8; > 90%),
fenilacetaldehido deuterado (fenil-d5-acetaldehido, Eptes; CAS No. 879549-73-2;
>95%).

e Aldehidos de Strecker (Merck): isobutanal (2-metilpropanal, CAS No. 78-84-2,
>99%), 2-metilbutanal (CAS No. 96-17-3, >95%); 3-metilbutanal (isovaleraldehido,
CAS No. 590-86-3, >97%), metional (3-(metiltio)propionaldehido, CAS No. 3268-49-

3, >297%), fenilacetaldehido (CAS No. 122-78-1, > 95%).

Otros reactivos

e Agente derivatizante PFBHA (0-(2,3,4,5,6-Pentafluorobenzil)hidroxilamina
clorohidrato, Sigma Aldrich, CAS No. 57981-02-9; > 99%).

e Hidrogenocarbonato de sodio (Sigma Aldrich, CAS No. 144-55-8; > 99,7%).

e Sulfato de sodio anhidro (PanReac Applichem, CAS No. 7757-82-6; > 99%).

Vino sintético

Para la realizacion de ambos experimentos, se prepardé un vino sintético base
compuesto por: 5g/L de glicerina (glicerol, PanReac, CAS No. 56-81-5; > 99,5%),
5g/L de L(+)-acido tartarico (PanReac, CAS No. 87-69-4; >99%) y etanol
(LiChrosolu, CAS No. 64-17-5; > 99%) al 12% en agua Mili-Q a pH 3,5.

Disoluciones madre

A continuacion, se muestran en las siguientes tablas las concentraciones de las
disoluciones madre preparadas con los reactivos anteriores y empleadas en ambos

experimentos.
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Tabla 2. Concentraciones de las disoluciones madre de aminoacidos (AA) en agua

Mili-Q.

AA
VAL (valina)
ILE (isoleucina)
LEU (leucina)
MET (metionina)
PHE (fenilalanina)

Concentracion (g/L)

11,7
13,1
13,6
14,9
16,5

Tabla 3. Concentraciones de las disoluciones madre de diacetilo, metilglioxal y &cido

galico, en etanol, y del 4-metilcatecol en agua Mili-Q.

Diacetilo
Metilglioxal
4-Metilcatecol
Acido galico

Concentracion (g/L)

12,1
10,1
12,4
17,0

Tabla 4. Disoluciones madre de metales en agua Mili-Q.

Cloruro de hierro (11), FeCl?*
Sulfato de cobre (I1), CuSO4**

Cloruro de manganeso (1), MnCI?*

Concentracion (g/L)
3,00
0,75
3,00

Tabla 5. Concentraciones de las disoluciones madre de los estandares de aldehidos

en etanol.

Estandares

2-Metilpentanal
3-Metilpental
Metional-d3
Fenilacetaldehido-d5

Concentracion

(g/L)
4,76
4,87
1,10
1,68

Analito de
correspondencia
Isobutanal y 2-metilbutanal

3-Metilbutanal
Metional
Fenilacetaldehido

Tabla 6. Concentraciones de las disoluciones madre de aldehidos de Strecker en

etanol.

Aldehidos de Strecker

Isobutanal
2-Metilbutanal
3-Metilbutanal
Metional
Fenilacetaldehido

Concentracion (g/L)

3,72
4,30
3,99
5,32
5,42
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3.3. Anadlisis de Aldehidos
El anélisis de aldehidos de Strecker se llevd a cabo mediante la derivatizacion de los

mismos para la formacion de sus correspondientes oximas, una posterior extraccion

en fase solida (SPE) e inyeccion de los eluatos en cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC-MS). El procedimiento completo es el que se recoge a

continuacion:

1.

Preparacion de disoluciones y reactivos

- Disolucion de reactivo derivatizante (10 g/L de PFBHA en agua Mili-Q).

- Disolucion de lavado (disolucion H.O/MeOH al 60% (v/v) en metanol y
1%(m/m) en hidrogenocarbonato de sodio).

- Disolucion conjunta de estandares internos (IS): (disolucion conjunta de 8,15
mg/L de 2-metilpentanal, 6,67 mg/L de 3-metilpentanal, 14,83 mg/L de metional
deuterado y 15,00 mg/L de fenilacetaldehido deuterado).

- Disolucion de dopado (DOP): disolucién conjunta de los aldehidos de Strecker
en etanol de 15,88 mg/L de isobutanal, 16,49 mg/L de 2-metilbutanal, 14,46
mg/L de 3-metilbutanal, 14,901 mg/L de metional y 19,81 mg/L de
fenilacetaldehido.

Preparacion de muestras

- Adicion de IS a las muestras. En el interior de la camara de anoxia se abrieron
los viales con las muestras. En el caso del experimento 2, las muestras se
diluyeron 1/10 y en el caso del experimento 1, se utilizaron las muestras sin
diluir. A continuacion, se tomaron 10 mL que se llevaron a un vial roscado de
tapdn con septum, al cual se le afiadieron 42 L de disolucion de IS.

- Para la cuantificacion por factor de respuesta se prepararon 5 viales con vino
sintético y 42 uL de disolucion de IS y otros 5 viales con vino sintético, 42 pL
de disolucion de IS y ademas 85 UL de disolucion de DOP.

- Incubacién de los viales. Los viales se sacaron de la camara de anoxia y se
incubaron a 50°C durante 6 horas para que se establezcan los equilibrios entre
los aldehidos recién afadidos (tanto los estandares internos como los del factor
de respuesta) y los compuestos fendlicos presentes en las muestras. De esta
forma, los aldehidos recién anadidos se comportaran igual que los “nativos” de

las muestras.
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3.

Reaccién de derivatizacion

- Se dejé atemperar los viales y se les afiadié 360 pL de la disolucion de reactivo
derivatizante a través del septum, evitando asi la exposicion de la muestra al aire.
Los viales se incubaron a 35°C durante 12 horas. La funcion del PFBHA es
reaccionar con los grupos carbonilos presentes en los aldehidos para generar sus
correspondientes oximas. Para aquellos carbonilos no simétricos se obtienen los

isdbmeros (E) y (Z), como se puede ver en la figura 3.

F F
£ X ,.:*R’
A\ [/ HTON=C Z-oxima
F F - R,
\ / )X
= A F F
F <\ ) CH—ONH; + 0=C X - . . RO
/ ) —
- ’ —  )—ocH—on c"‘&Rc
) / ’ ‘ T N
Carbonilo — R sl
PFBHA R10R2:H (aldehido) ¢ ¢
PFBHA -oxima

Figura 3. Reaccion de derivatizacion y formacion de oximas (isomeros (E) y
(2)). (Marrufo-Curtido, 2021)

Extraccion SPE

- La SPE se realiz6 en cartuchos de 1 mL de capacidad que contenian 30 mg de
resina Supelclean ENVI-Chrom P sujetadas por frits. La parte inferior de los
cartuchos se conectd a un sistema de vacio y en la parte superior de los cartuchos
se acoplo un reservorio de plastico para facilitar la SPE. La extraccion consta de
varias etapas:

o Acondicionamiento. Cada cartucho se acondiciono con disolventes de
distinta polaridad, comenzando por 1 mL de CH2Cly, sequido de 1 mL de
MeOH y por altimo, 2 mL de H,O/MeOH al 12% (semejante a nuestra
matriz).

o Carga de muestra. Se pasaron 10 mL de muestra por cada cartucho. De
esta forma los analitos de interés, asi como otros carbonilos quedan

retenidos en el adsorbente.
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o Lavado. Se pasaron 10 mL de disolucion de lavado para eliminar excesos
de oximas de carbonilos mayoritarios, como las de los acidos.

o Secado. Se eliminaron los restos de disolventes mediante un secado a vacio
de minimo 45 minutos. Se sabe que el proceso ha finalizado cuando se
observa un cambio en la coloracion de las resinas y sus particulas quedan
sueltas.

o Elucion. Una vez secos los cartuchos, las oximas retenidas se eluyeron con
1,2 mL de hexano. Finalmente, Se adicion6 Na,SO4 para eliminar los
posibles restos acuosos. Se traspasaron 0,8 uL de cada muestra a un vial
de inserto para su posterior analisis cromatografico.

5. Anélisis de las oximas por GC-MS

El analisis de las oximas de los aldehidos se llevé a cabo en un cromatdgrafo de
gases acoplado a un espectrometro de masas, Shimadzu GCMS-QP-2010
(Sjumadzu Corp., Japon) con un cuadrupolo como catalizador. Se inyectaron 3
WL de cada extracto, en modo splitless con el inyector a 250°C y con pulso de
presion de 300 kPa durante 1,5 minutos. Se uso helio como gas portador, con
una velocidad lineal constante de 40,5 cm/s, resultando en un flujo de 1,26
mL/min y una purga de 1,0 mL/min. La columna cromatografica usada fue una
DB-WAXETR (30 m x 0,25 mm x 0,5 pum) (J&W Scientific, EEUU), siendo
estos los parametros la longitud (m), diametro (mm) y espesor de la fase (um).
La columna iba precedida de una pre-columna (Supelco Incorporation, EEUU)
de 3 m x 0,25 mm. El programa de temperaturas del horno comenzé a 40°C
durante 4 min y luego subié a 10°C/min hasta llegar a 250°C, temperatura que
se mantuvo durante 10 min. La fuente de ionizacion utilizada fue impacto
electronico a 220°C y la linea de transferencia se mantuvo a 230°C. El analizador
de masas oper6 en modo SIM (Monitorizacion del 16n Selectivo) y los iones
seleccionados para la identificacion y cuantificacion de los analitos y estandares

se muestran en la tabla 7 junto a las ventanas de adquisicion utilizadas.
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Tabla 7. Ventanas de adquisicion e iones seleccionados en GC-MS para el
analisis de aldehidos totales.

Ventanas (min)  T.ret Compuesto m/z m/z
(min) cuantificacion identificacion
14,10-14,55 14,35 Isobutanal 250 239, 195
15,00-17,50 15,41 2-metilbutanal 239 253, 195
15,73 3-metilbutanal 239 266, 195
(pico 1)
15,96 3-metilbutanal 239 266, 195
(pico 2)
16,30  2-metilpentanal 253 266, 195
16,99  3-metilpentanal 239 266, 181
(pico 1)
17,19  3-metilpentanal 239 266, 181
(pico 2)
21,00-22,70 21,91 Metional 302 252, 181
deuterado
21,94 Metional 299 252, 181
23,45-24,65 23,60 Fenilacetaldehido 301 181, 96
deuterado
23,62 Fenilacetaldehido 91 297, 181

Cuantificacion de las oximas

Los picos de los analitos y de los estandares internos de los cromatogramas fueron
integrados con el software del equipo GC-MS Postrun Analysis P.

Primero se calcularon las areas relativas de cada analito en cada una de las
muestras (S*). Esto se consigue dividiendo las areas absolutas de los picos del
analito (Af) entre su estandar interno (Afs;,) para cada muestra o, mediante la
siguiente ecuacion:

Af

Sa —
L A?sa)

Los estandares internos para cada aldehido estudiado se recogen en la tabla 4.
Después, se calcularon los factores respuesta de cada analito (FR;) siendo S/® la
sefial media del area relativa de cada analito en el vino sintético dopado y C/® su
concentracién. Mientras que S? es la sefial media del area relativa del vino
sintético sin dopar y C es la concentracién de cada analito en el mismo, en este
caso 0, obteniéndose la siguiente ecuacion:

SfR—5s)  SfR—sP

CiF R __ Cio - C[F R

FRi:
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Por ultimo, este factor de respuesta se aplicd para el célculo de la concentracion

de cada analito en cada muestra C/* de la siguiente manera:

C* = St
i T FR,

Como para los 5 aldehidos estudiados la sefial de los analitos fueron nulas en los
blancos de método, los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC) que se
recogen en la Tabla 8, se definieron como la cantidad de analito que da un pico
con un alto tres veces mayor o diez veces mayor que la desviacion estandar de la

sefial de la linea base en las proximidades del pico estimado, respectivamente.

Tabla 8. Limites de deteccion (LD) y cuantificacién (LC) de los aldehidos de

Strecker.
Aldehidos de Strecker LD (pg/L) LC (ug/L)
Isobutanal 0,021 0,070
2-metilbutanal 0,027 0,090
3-metilbutanal 0,026 0,087
Metional 0,132 0,440
Fenilacetaldehido 0,445 1,485

3.4. Disefio experimental

3.4.1. Experimento 1

Se prepararon muestras de vino sintético con cantidades equimoleculares (1 mM) de
compuesto a-dicarbonilico (diacetilo y metilglioxal) y aminoéacidos (0,2 mM de cada
aminoacido, 1 mM en total de aminoacidos) con ocho combinaciones diferentes de
metales como se recoge en las tablas 9 y 10. Las concentraciones de metales estudiadas
fueron dos: ausencia o presencia de 5 mg/L de Fe?*, 0.25 mg/L de Cu?*y 2.5 mg/L de

Mn?*. Es decir, un estudio factorial completo 22,

Cada sistema de reaccion se prepar0 por triplicado (réplicas A, B y C), aunque so6lo
dos de ellas fueron analizadas (réplicas B y C). Ademas, se prepararon blancos de
sistema (Tabla 11) que contenian s6lo uno de los dos reactivos (aminoacido o
compuesto a-dicarbonilico, ya sea diacetilo o metilglioxal) a dos niveles de metales

(presencia de todos o ausencia de los 3 metales).
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Tabla 9. Sistemas de reaccion para el diacetilo.

Sistema

BDO1
BDO2
BDO3
BDO4
BDO5
BDOG6
BDO7
BDO8

Contenido
Vino sintético + 1 mM diacetilo + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Fe?* + Cu?" + Mn?*
Vino sintético + 1 mM diacetilo + 5 aa (0,2 mM cada uno)
Vino sintético + 1 mM diacetilo + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Fe?* + Cu?*
Vino sintético + 1 mM diacetilo + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Mn?*
Vino sintético + 1 mM diacetilo + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Fe?*
Vino sintético + 1 mM diacetilo + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Cu?* + Mn?*
Vino sintético + 1 mM diacetilo + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Fe?* + Mn?*
Vino sintético + 1 mM diacetilo + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Cu?*

Tabla 10. Sistemas de reaccion para el metilglioxal.

Sistema

MGO1
MGO2
MGO3
MGO4
MGO5
MGO6
MGO7
MGO8

Contenido
Vino sintético + 1 mM metilglioxal + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Fe?* + Cu?* + Mn?*
Vino sintético + 1 mM metilglioxal + 5 aa (0,2 mM cada uno)
Vino sintético + 1 mM metilglioxal + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Fe?* + Cu?*
Vino sintético + 1 mM metilglioxal + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Mn?
Vino sintético + 1 mM metilglioxal + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Fe?*
Vino sintético + 1 mM metilglioxal + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Cu?* + Mn?*
Vino sintético + 1 mM metilglioxal + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Fe?* + Mn?*
Vino sintético + 1 mM metilglioxal + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Cu?*
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Tabla 11. Blancos de sistema.

Sistema
Blancol
Blanco2
Blanco3
Blanco4
Blanco5
Blanco6

Contenido
Vino sintético + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Fe?* + Cu?" + Mn?*
Vino sintético + 5 aa (0,2 mM cada uno)
Vino sintético + 1 mM diacetilo + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Fe?* + Cu?" + Mn?*
Vino sintético + 1 mM diacetilo + 5 aa (0,2 mM cada uno)
Vino sintético + 1 mM metilglioxal + 5 aa (0,2 mM cada uno) + Fe?" + Cu?* + Mn?*
Vino sintético + 1 mM metilglioxal + 5 aa (0,2 mM cada uno)
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En total se prepararon 66 viales de 13 mL llenos hasta su limite, antes del cerrar los
viales, se desplazod el oxigeno de las disoluciones borboteando nitrégeno durante
aproximadamente 5 min. Este tiempo se calcul6 haciendo una prueba previa con un
vial que contenia un sensor de oxigeno Pst3 y un analizador de oxigeno de fibra éptica
Fibox 3 LCD-trace, PreSens de Nomasense (Nomacorc). Posteriormente, los viales se
sellaron empleando siliconay por Gltimo, se envasaron a vacio para asegurar la anoxia
total de las muestras. Se dejaron cerrados y sellados durante 33 dias y se incubaron a
una temperatura de 35°C. Transcurrido este tiempo, los viales se introdujeron en la
camara de anoxia para realizar el anlisis de aldehidos formados.

3.4.2. Experimento 2

Se prepararon muestras de vino sintético con cantidades equimoleculares (1 mM) de
compuestos fendlicos, aminoacidos (0,2 mM de cada aminoacido, 1 mM en total de
aminodcidos) y oxigeno (1,1 mM) en la presencia de 5 mg/L de Fe?*, 0.25 mg/L de
Cu?*y 2.5 mg/L de Mn?*, como se recoge en la Tabla 12. En este experimento el a-
dicarbonilo se formard in situ por oxidacion de los compuestos fendlicos 4-
metilcatecol y &cido gélico.

Cada sistema de reaccion se preparé por duplicado. Ademas, se prepararon blancos de
sistema (sistemas 3-5, Tabla 12) que contenian solo uno de los dos reactivos
(aminoacido o compuestos fendlicos, ya sea 4-metilcatecol o acido galico, con
oxigeno) en presencia de las mismas concentraciones de metales.

En total se caracterizaron (en términos de peso y volumen real) 10 tubos WIT que
contenian un sensor de oxigeno Pst3 cada uno. Para ello los WIT se pesaron vacios y
se midio su volumen exacto con agua. Los tubos se prepararon dejando el espacio de
cabeza suficiente para oxidar las muestras con 35 mg/L de oxigeno siguiendo la
metodologia de Marrufo-Curtido et al. (2018). Los tubos se cerraron y se incubaron a
35°C durante 33 dias en agitacion a 100 rpm para asegurar que el oxigeno del sistema
estuviera en equilibrio (el disuelto con el del espacio de cabeza). Se controlé el
consumo de oxigeno 1 vez al dia, recogieron medidas de Oz disuelto (por triplicado)
de cada tubo gracias al sensor de oxigeno Nomasens. Finalizados los 33 dias de
incubacidn, se cuantifico la concentracion de aldehidos totales de Strecker formados

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.3.
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Tubo
WIT-21
WIT-22
WIT-23
WIT-24
WIT-27
WIT-29
WIT-30
WIT-33
WIT-35
WIT-36

Tabla 12. Sistemas de reaccion del experimento 2.

Sistema
Sistemal

Sistema?2

Sistema3

Sistema4

Sistemab

Contenido

Vino sintético + 4-metilcatecol (ImM) + 5 aminoécidos (0,2 mM cada uno) + Fe* + Cu?* + Mn?* + 35 mg/O; (1,1 mM)

Vino sintético + acido galico (ImM) + 5 aminoécidos (0,2 mM cada uno) + Fe?* + Cu?" + Mn?* + 35 mg/O; (1,1 mM)
Vino sintético + 5 aminoacidos (0,2 mM cada uno) + Fe?* + Cu?* + Mn?* + 35 mg/O2 (1,1 mM)
Vino sintético + 4-metilcatecol (ImM) + Fe?* + Cu?* + Mn?* + 35 mg/O; (1,1 mM)

Vino sintético + acido galico (ImM) + Fe?* + Cu?* + Mn?* + 35 mg/O2 (1,1 mM)
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Para calcular el volumen de espacio de cabeza (HS) que habia que dejar inicialmente en
cada uno de los tubos WIT para lograr tener los 35 mg/L de oxigeno total, hay que tener
en cuenta que el oxigeno también se disolvera en el vino sintético, y por tanto se repartira
entre el vino sintético y el HS como se indica en la ecuacion:
0, total = 0, vino disuelto + 0, HS

La cantidad (mg) de O disuelto se define como el volumen del vino sintético en cada
WIT multiplicado por la solubilidad del O2 en vino sintético a 35°C. La cantidad (mg)
de O en el HS viene definida por su volumen obtenido como diferencia de volumen del
tubo vacio menos el volumen de vino sintético, entre 1 mol de Oz en condiciones
normales multiplicado por el % de O2 en el aire y a su vez multiplicado por el peso

molecular del O,. La ecuacion queda de la siguiente manera:

Vyear recipiente (mL) — Vi, (ML)
22,4 mL/mmol

- , mg : mg
0, total = [Vyino(mL) +0'0065 ()] + [ X021 x 32(-——")

La cantidad (mg) de O total se define como la dosis de O (en nuestro caso 35 mg/L)

por el volumen del vino, y simplificando la ecuacién, quedaria tal que asi:
. (mg / '
Dosis (T) X Vyino = [070065 + Vyinol + 0'3(Vreqr = Viino)

Finalmente, despejando se obtuvo el volumen de vino sintético que se debia poner en

cada WIT para obtener la cantidad de oxigeno deseada (dosis 35 mg/L):

0'3 x Vreal recipiente
Dosis (mg/mL) + 02935

Vyino (mL) =
3.5. Tratamiento de datos

Se utiliz6 Microsoft Excel 2016 para el analisis de las concentraciones de las sefiales
cromatograficas mediante el calculo de las areas relativas y los factores respuesta. Los
resultados que se muestran en las tablas son los valores medios + su desviacion estandar.
ANOVAs (Andlisis de varianza) tanto de uno como tres factores (Factores: tipo de
dicarbonilo o metales respectivamente) se analizaron con el software SPSS (SPSS
Statistics v.15 IBM), seguido de la prueba de comparacion por pares Post hoc (Duncan
(95%)).
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Se empled la extension XLSTAT (Addinsoft, version 2019) de Microsoft Excel para la

realizacion de los graficos 3D de las concentraciones obtenidas en el experimento 1.

Ademas, se utiliz6 el programa Design expert (Stat-Ease, Inc., version 8.0.6) para la
modelizacion de los resultados del efecto catalitico de los metales y sus interacciones

siguiendo el modelo propuesto a continuacion:

y = bo + Dbre?"Xre?® + bcou?Xc®t + bwmn®Xwmn?t + bre?Toul? XrePcl®t +

24 24Ny 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 24 24+ 24Ny 2+ 2+ 2+
bFe Mn XFe Mn +bCu Mn XCu Mn +bFe Cu Mn XFe Cu Mn

bo = efecto promedio ; bre®*, beu?*, bmn?* = coeficientes lineales; bre**xcu? Xre? xcu®,
Bre sxmn? XreZ xmn?t,  beu? xmn? Xeu? xmn?t= coeficientes de interaccion doble;

bre?*xcu® xmn® Xre?xcu® xmn”" = coeficiente de interaccion triple.

El efecto sobre el modelo y la significacion estadistica para cada metal se ilustraron en
diagramas de Pareto.
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4. RESULTADOS Y DISCURSION

4.1. Efecto de los catalizadores metalicos en la formacién de aldehidos de

Strecker a partir de aminoacidos y compuestos dicarbonilicos

En el experimento 1, se estudié la reactividad de dos compuestos a-dicarbonilicos,
diacetilo y metilglioxal, frente a una mezcla de aminoéacidos precursores de los
aldehidos de Strecker y diferentes combinaciones de metales. Se eligio el diacetilo
porque recientemente se ha encontrado una relacion entre este compuesto y el hierro
para la formacién de fenilacetaldehido en vinos tintos jévenes (Bueno et al., 2018). En
cuanto al metilglioxal, se ha observado que produce fenilacetaldehido en vino sintético
con hierro y cobre (Monforte, Martins y Silva Ferreira, 2020) en presencia de oxigeno.
Ademas, el experimento se llevd a cabo a 35°C porque se ha descrito que las reacciones
de formacién de aldehidos se aceleran con la temperatura (Monforte, Martins y Silva
Ferreira, 2018; Marrufo-Curtido, 2021).

En primer lugar, en las tablas 13 y 14 se puede observar que la reaccién ha tenido lugar
formando los aldehidos de Strecker, partiendo de 1 mM de aminoacidos y 1 mM de
diacetilo, metilglioxal, respectivamente. En las muestras que sélo contenian unos de los
reactivos (blancos) también se han producido cantidades cuantificables de los aldehidos
de Strecker, siendo mayores en los Blancos 1 y 2 que son aquellos que contenian los
aminoacidos precursores de los aldehidos (Tabla 15). Este hecho no es sorprendente
porgque ya se ha observado en trabajos anteriores (Marrufo-Curtido, 2021). Muchos
aldehidos se encuentran ya en el medio ambiente (se usan de forma generalizada en
productos de limpieza domésticos) (Zapata et al., 2010). De todas formas, las
concentraciones que aparecen en los bancos son menores que las producidas por los

sistemas con aminoacido y compuesto a-dicarbonilico.
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Tabla 13. Concentraciones medias de aldehidos de Strecker (pg/L)de cada uno de los sistemas que contienen diacetilo (n=2).

Metales Aldehidos de Strecker (ng/L)
Cédigo (Fe?*,Cu?*,Mn?*) . . . .
Isobutanal 2-metilbutanal  3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido Suma

BDO1 ++ + 1,05 +0,07 ¢ 1,50 + 0,02 cde 3,62+0,21¢ 14,8 £0,3 ¢ 15,9 +0,9 36,8 £1,3¢
BDO2 --- 0,940 £ 0,022 ¢ 1,14 £ 0,02 f 3,09+0,06f 9,79 £ 0,35 ¢ 14,6 £ 0,14 29,6 £ 0,34
BDO3 ++ - 0,916 £ 0,077 ¢ 1,31 £ 0,18 def 3,47 +£0,37 < 12,5+0,94 14,2 £0,54 324+1,14
BDO4 --+ 1,53 +£0,08 ® 2,22 +£0,05 2 6,13 +0,06° 17,3+0,3° 282+0,6 55,4+0,3¢2
BDO5 +-- 1,41 £0,27 b 1,99 + 0,37 be 5,29+0,19¢ 18,4 +0,1 = 21,9+ 1,6 48,9 +2.5"b
BDO6 - 2,06 + 0,26 2,68 £ 0,422 6,94 + 0,03 2 18,7+0,72 28,0+24¢ 58,3437
BDO7 +-+ 1,52 +0,10° 1,77 + 0,02 bed 4,49 + 0,13 15,0+ 02 ¢ 17,9+0,5¢ 40,7 + 0,8
BDO8 -+ - 0,763 £ 0,037 © 0,929 +0,179 f 3,21 £0,10 f 10,0+ 0,3 ¢ 14,9+0,64 29,8+ 1,24

Las diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). BDO: sistema con diacetilo; +: presencia; -: ausencia.

Tabla 14. Concentraciones medias de aldehidos de Strecker (pg/L)de cada uno de los sistemas que contienen metilglioxal (n=2).

Cadigo e Aldehidos de Strecker (ug/L)
(Fe?*, Cu?*, Mn?*) ; - . . .
Isobutanal 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido Suma

MGO1 +++ 2,74 +0,27 ¢ 4,16 + 0,00 7,93 £ 0,40 ¢ 18,1 £0,8 ¢ 233+£19° 56,3 +£2,1 b
MGO?2 - 2,94 + 0,42 be 3,87 +0,51° 7,82 £ 0,07 © 14,6 £ 0,6 ¢ 247+£27" 539+1,1¢
MGO3 ++ - 2,89 +£0,27 be 5,54 +£1,05°% 9,10 £ 0,49 be 20,2 £0,52b 239+0,3°® 61,6 £1,1 be
MGO4 --+ 4,01 £ 0,96 v 5,60 £ 0,78 ab 11,2+0,7 2 21,8+1,9¢2 37, 4+72°2 799+11,52
MGO5 +-- 3,24 £ 0,07 be 4,79 £0,23 b 10,2 £0,4 2b 21,4+0,62 26,3 +£2,5¢® 66,0 £3,8°
MGO6 -+ + 4,49 £ 0,752 7,55+ 1,872 11,3+1,32 21,5+0,32 352+4,02 80,0452
MGO7 +-+ 2,97 £ 0,20 be 4,26+0,23"° 8,94 + 1,22 b 19,2 £ 0,3 be 22,3+0,7° 57,7 £2,2be
MGOS8 -+ - 2,99 £ 0,26 be 4,24 +048° 8,34 £0,22 ¢ 15,0£0,54 24,0£0,4° 545+1,1¢

Las diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas (p <0,05), MGO: sistema con metilglioxal; +: presencia; -: ausencia.



Tabla 15. Concentraciones medias de aldehidos de Strecker (ug/L) de cada uno de los blancos (n=2).
Aldehidos de Strecker (ug/L)

Cadigo

Blancol
Blanco2
Blanco3
Blanco4
Blanco5
Blanco6

Metales
(Fez",Cuz*,an*)

+++

+++

+++

Isobutanal
0,522 + 0,002
0,435 + 0,004
0,501 +£ 0,108
0,461 + 0,033
0,267 + 0,027
0,617 £ 0,050

2-metilbutanal
1,34 + 0,27
1,23 +0,22
0,0644 + 0,054
0,0907 + 0,0226
1,01 +0,12
0,0819 + 0,0126

3-metilbutanal
0,424 £ 0,022
0,322 + 0,050
0,0393 + 0,0354
0,0658 + 0,0001
0,0867 + 0,0474
0,0318 + 0,0156

Metional
3,00 + 0,20
0,79 + 0,04

0,154 £ 0,042
0,206 + 0,035
0,142 + 0,008
0,218 + 0,125

Fenilacetaldehido
3,06 £ 0,25
1,99 + 0,15

0,875 + 0,658
1,05 + 0,02
1,19 £ 0,45
1,20 £ 0,48

Suma
8,35+ 0,74
4,77 + 0,06
1,63 +0,85
1,88 +0,12
2,69 +0,40
2,15+ 0,59

+: presencia; -: ausencia; Blancos 1y 2: blanco de aminoé&cidos; Blancos 3 y 4: blanco de diacetilo; Blancos 5 y 6: blanco de metilglioxal.
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Las concentraciones de los aldehidos de Strecker obtenidos se encuentran entre 0,76
Hg/L (en el caso del isobutanal) y 28,22 pg/L (en el caso del fenilacetaldehido) para el
sistema con diacetilo (Tabla 13) y entre 2,74 pg/L (isobutanal) y 37,35 ug/L
(fenilacetaldehido) para el sistema con metilglioxal (Tabla 14). De manera que,
conociendo la especificidad de la reaccion (Marrufo-Curtido, 2021) y partiendo de 0.2
mM de cada aminoé&cido precursor se obtuvieron unos rendimientos comprendidos entre
0,005% y 0,117% para el diacetilo y entre 0,019% y 1,155% para el metilglioxal (Tabla
16). En un trabajo anterior donde se hace reaccionar diacetilo con cada uno de los
aminoacidos de forma independiente, pero sin la presencia de metales (Aguerri, 2019),
los rendimientos obtenidos oscilaron entre 0.007%-0.07%. Ademas en ese trabajo el
Unico aldehido que se form6 en mayores proporciones fue el metional, mientras que en
éste, los aldehidos que presentan rendimientos mas altos con respecto al resto son el
metional y el fenilacetaldehido para ambos tipos de sistemas. Este hecho podria deberse
a la presencia de metales, a la competencia al haber puesto todos los aminoacidos juntos

0 a ambas, favoreciéndose asi la formacion de fenilacetaldehido levemente.

Se realizaron 8 ANOVAS de 1 factor, para comparar el efecto del compuesto a-
dicarbonilico para una misma combinacién de metales. En general, entre los dos
dicarbonilos, el metilglioxal genera mas aldehidos de Strecker con respecto al diacetilo
(p < 0.05 por lo general, p < 0.10 para isobutanal y metional en el sistema 4, y 2-
metilbutanal en el sistema 6), excepto para el fenilacetaldehido donde en los sistemas 5
y 6 no existen diferencias significativas. Esto podria deberse a que el metilglioxal por
ser mas pequefio reacciona mas con los aminoacidos valina, leucina, isoleucina y
metionina que el diacetilo. Con la fenilalanina, otros autores han probado compuestos
a-dicarbonilicos de diferente tamafio (glioxal y metilglioxal) sin obtener diferencias en

la produccion de fenilacetaldehido (Hofmann, Minch y Schieberle, 2000b).
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Tabla 16. Rendimientos de cada aldehido de Strecker en cada sistema de diacetilo y

metilglioxal.
% Rendimiento
Cadigo Isobutanal ~ 2-metilbutanal ~ 3-metilbutanal ~ Metional ~ Fenilacetaldehido
BDO1 0,0073 0,0087 0,0210 0,0708 0,0662
BDO2 0,0065 0,0066 0,0179 0,0470 0,0609
BDO3 0,0063 0,0076 0,0202 0,0601 0,0592
BDO4 0,0106 0,0129 0,0356 0,0831 0,1174
BDO5 0,0097 0,0115 0,0307 0,0882 0,0911
BDO6 0,0143 0,0156 0,0403 0,0895 0,1166
BDO7 0,0105 0,0102 0,0261 0,0718 0,0746
BDOS8 0,0053 0,0054 0,0187 0,0480 0,0620
MGO1 0,0190 0,0242 0,0460 0,0871 0,0970
MGO2 0,0204 0,0224 0,0454 0,0702 0,1027
MGO3 0,0366 0,0360 0,0613 0,1088 0,1318
MGO4 0,0278 0,0325 0,0647 0,1044 0,1555
MGO5 0,0225 0,0278 0,0594 0,1029 0,1095
MGO6 0,0311 0,0438 0,0655 0,1031 0,1463
MGO7 0,0206 0,0247 0,0519 0,0924 0,0928
MGO8 0,0207 0,0246 0,0484 0,0719 0,0997
Blancol 0,0036 0,0078 0,0025 0,0144 0,0127
Blanco2 0,0030 0,0071 0,0019 0,0038 0,0083
Blanco3 0,0035 0,0004 0,0002 0,0007 0,0036
Blanco4 0,0032 0,0005 0,0004 0,0010 0,0044
Blanco5 0,0019 0,0058 0,0005 0,0007 0,0049
Blanco6 0,0043 0,0005 0,0002 0,0010 0,0050

BDO: sistema con diacetilo; MGO: sistema con metilglioxal; presencia; -: ausencia;
Blancos 1 y 2: blanco de aminoéacidos; Blancos 3y 4: blanco de diacetilo; Blancos 5y

6: blanco de metilglioxal.

Por otra parte, varios estudios han reflejado que la presencia de metales y oxigeno suele
facilitar la degradacion de Strecker en vinos cuando las quinonas se forman a partir de
polifenoles (Danilewicz, 2016; Monforte et al., 2019). Sin embargo, es casi nula la
bibliografia sobre este tema si se parte ya de un compuesto a-dicarbonilico, en cuyo
caso la reaccion no deberia necesitar oxigeno. Por eso en este trabajo se ha estudiado el
posible efecto catalitico que generan los metales (Fe, Cu, Mn) y sus combinaciones
sobre los sistemas con aminodcidos y diacetilo o metilglioxal en ausencia de oxigeno.
Se ha seleccionado el estado de oxidacion 2 ya que se sabe que en un vino sintético con

Fe3* que se deja en anoxia, se reduce todo a Fe?* en 2 semanas, seguramente porque
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coge los electrones del &cido tartarico (Moreno, 2016) y encontrar el Mn en estado de

oxidacion 3 es poco comun.

La Gltima columna de las tablas 13 y 14 recoge el sumatorio de los aldehidos formados
y se aprecia como los sistemas 4 y 6 de ambos carbonilos son los que generan mayor
concentracion de aldehidos de Strecker significativamente. El sistema 4 combina Cu?*
y Mn?*, mientras que el sistema 6 esta formado por Mn?* exclusivamente, es decir,
ambos sistemas tienen en comdn el Mn?*, de esta manera se observa como la influencia

de este metal es importante en la formacién de los distintos aldehidos.

Por otra parte, los sistemas que significativamente menos aldehidos formaron son el 2
(sin metales) y el 8 (Gnicamente Cu?*). Este resultado coincide en parte con lo que
ocurre con la oxidacion del 4-metilcatecol (Danilewicz, 2007): la oxidacion es nula si
no hay presencia de metales en el vino sintético, escasa cuando tnicamente hay Cu?*,
pequefia si solo hay Fe?* y relevante en presencia de ambos metales. En otro trabajo
(Hofmann, Miinch y Schieberle, 2000b), se estudio la presencia o ausencia de oxigeno
en un sistema con fenilalanina y metilglioxal disueltos en tampon fosfato (pH 7). En
ambos casos se produjo fenilacetaldehido pero sin diferencias entre ellos. Ademas, si a
esos sistemas se les afiade Cu?* tampoco cambia el resultado. Lo mismo se aprecia en
latabla 14, para el fenilacetaldehido, no hay diferencias significativas entre los sistemas
MGO2 y MGOS.

Se llevé a cabo la modelizacion de la formacion de cada aldehido catalizada por metales
en ausencia de oxigeno para los sistemas aminoacido-diacetilo y aminoacido-
metilglioxal. Los coeficientes lineales y de interaccion para cada aldehido en cada
sistema se recogen en el Anexo Il. También se realizaron los diagramas de Pareto que
permiten identificar los factores e interacciones mas importantes (p < 0,05), ademas de
indicar si un efecto es positivo o negativo (Anexo I1). A continuacion, se muestran dos
tablas resumen de los efectos significativos encontrados para los sistemas aminoacido-
diacetilo (Tabla 17) y aminoacido-metilglioxal (Tabla 18), ademas del nivel de
significacion de los ANOVAs. Hay que afadir que en la representacion del hierro en
las tablas, cuando presenta color de letra rojo indica que tiene un efecto positivo,

mientras que si presenta color negro el efecto es negativo.
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Tabla 17. Efectos significativos de los metales y sus interacciones en cada aldehido formado a partir de su amino&cido precursor y diacetilo.

dﬁlgfgglgesr Isobutanal 2-metilbutanal | 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido Suma

. a Mn2+ Hkx _ Fe2+ X Mn2+ il I FeZ+ X Mn2+ Fkk _ Fe2+ X Mn2+ Fkk _ Fe2+ X Mn2+ Fkk _ Fe2+ X Mn2+ T
% et X M . Mz . . . .

qE) _ FeZ+ X Cu2+ RS _ Fe2+ X Cu2+* _ Fe2+ X Cu2+ RS _ Fe2+ X Cu2+ ek _ Fe2+ Fxx _ Fe2+ % Cu2+ ERE?
E o Cu2+ X Mn2+* + Cu2+ X Mn2+* _ Fe2+ ikl + Cu2+ X Mn2+ Rk _ Fe2+ X Cu2+ B3 _ Cu2+ Fkd

"Cg + Fe?* x Cu?* x Mn?* * - Cu*™ + Fe? ™ -Cu*™ + Cu?* x Mn**™
'_g + Fe2+ X Cu2+ X Mn2+

S + Cu?* x Mn?*™ o + Fe?* x Cu?* x Mn?*” - Fe?*™

_ Cu2+ ok

+ Fe?* x Cu®* x Mn?*”

Nivel de significacion segun el ANOVA: *=p <0,05; **=p <0,01; ***=p <0,001

Tabla 18. Efectos significativos de los metales y sus interacciones en cada aldehido formado a partir de su aminoacido precursor y metilglioxal.

Aldehidos de . . ) ) )

Siraaker Isobutanal 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido Suma
§ " - Fe?* x Mn**” - Fe?* x Mn* ™ - Fe?* x Mn?* ™ - Fe?* x Mn?* ™ - Fe?* x Mn?* ™ - Fe?* x Mn?* ™
_ O O
Q -O C_U * *k*k *hk*k ** *k
EcH - Fe?* + Mn?%* + Mn?%* - Fe?t + Mn?*
§°E

+ Fe? ™ + Mn**" - Fe?*”

Nivel de significacion segiin el ANOVA: *=p <0,05;

*E=p <0,01; ***=p <0,001
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Queda claro que la influencia de los metales es mayor en el caso del diacetilo que en el
del metilglioxal, pero en ambos casos se observa un efecto negativo de la interaccion
Fe2* x Mn?* y el efecto positivo del Mn?*. Otro efecto que se repite con frecuencia es
la influencia negativa del Fe?* en la formacion de aldehidos con la excepcion del
metional, donde la presencia de hierro influye positivamente. Para ilustrar de forma
gréafica estos efectos, a modo de ejemplo se presentan las graficas 3D del metional y el
fenilacetaldehido obtenidas en los sistemas que contenian metilglioxal (Figuras 4 y 5,
respectivamente). Comparando ambas figuras es muy claro el efecto positivo del hierro
para la formacién de metional y negativo en el caso del fenilacetaldehido (4 sistemas
de la parte positiva del eje X). El efecto positivo el manganeso se aprecia en los sistemas
4y 5, mientras que la interaccion negativa Fe?* x Mn?* se observa en los sistemas 1y

7. (El resto de los graficos 3D se encuentran en el Anexo V).

Cul

0
Mc4 .
MG6 .ﬂ G7
. :
X=Fe

Y =Cu
Z=Mn
Clr=Cu
Size = me
Shape = F|
Lbl = cod

Figura 4. Grafico 3D de la formacion de metional a partir de su aminoacido precursor,
metilglioxal y diferentes combinaciones de Fe?*, Cu?* y Mn?* en ausencia de oxigeno.
Ejes: eje X = Fe?*, eje Y = Cu?*, eje Z = Mn?"; Tamaiio: directamente proporcional a la
concentracion del aldehido estudiado; Color: presencia de Cu?* (rojo), ausencia de Cu?*

(azul); Forma: presencia de Fe?* (cuadrado), ausencia de Fe?* (circulo).
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Figura 5. Gréafico 3D de la formacion de fenilacetaldehido a partir de su aminoacido
precursor, metilglioxal y diferentes combinaciones de Fe?*, Cu** y Mn?* en ausencia de
oxigeno. Ejes: eje X = Fe?*, eje Y = Cu?, eje Z = Mn?*; Tamafo: directamente
proporcional a la concentracion del aldehido estudiado; Color: presencia de Cu?* (rojo),
ausencia de Cu?" (azul); Forma: presencia de Fe?* (cuadrado), ausencia de Fe?*

(circulo).

Estos resultados son los opuestos a los encontrados para la oxidacion de polifenoles,
donde el hierro juega un efecto positivo importante (Danilewicz, 2007) y el manganeso
por si solo no es capaz de catalizar, pero acelera la oxidacion mediada por hierro en
vino modelo (Danilewicz, 2016). De todas formas, esta comparacion ha de hacerse con
precaucion porgue estos experimentos citados se realizaron con presencia de oxigeno,
necesario para transformar el polifenol en quinona que es la que tiene una estructura de
compuesto a-dicarbonilico. Es decir, el efecto de los metales que estudian podria tener
méas que ver con el primer paso (obtencién de la quinona) que a la formacion de

acetaldehido tras la reaccion de Fenton (ya que no estudian los aldehidos de Strecker).

Ademas, en el caso del diacetilo, se observa que la presencia de Cu?* y la interaccion
Fe2* x Cu?" disminuye la formacion de aldehidos, mientras que , como ya se ha

comentado antes, se puede percibir, que la interaccion Cu?* x Mn?* genera un
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incremento en la formacién de aldehidos. Resulta llamativo que el sistema MGO®6, con
presencia de Cu?* y Mn?*, sea el que mas aldehidos forma, pero su interaccion no ha
aparecido significativa cuando el dicarbonilo es el metilglioxal en lugar del diacetilo.
Por ultimo, la interaccidn de los tres metales tiene efecto positivo que sobre todo es

relevante en la formacion de metional (p <0,001).

4.2. Efecto de los compuestos fendlicos en la formacion de aldehidos de Strecker

En el experimento 2, se estudio la reaccion de formacion de los aldehidos de Strecker a
partir de las quinonas de los compuestos fendlicos (Figura 6), acido galico (Figura 7) y
4-metilcatecol (Figura 8), cuando estan presentes junto con los cinco aminoacidos
precursores. Para que se pueda generar la quinona (compuesto a-dicarbonilico generado
in situ) es necesaria la presencia de oxigeno y la reaccion debe estar catalizada por un
metal, preferentemente Fe?* (Danilewicz, 2007), por eso en este experimento se trabaja

con oxigeno y en la presencia de los tres metales (Fe?*, Cu?*, Mn?"),

f;’f&J;DH 02 ri:_,m\r,’;o

Figura 6. Formacion de la quinona en presencia de oxigeno (Danilewicz, 2007).

OH
HO OH
OH
HO OH
O
Figura 7. Molécula de &cido gélico Figura 8. Molécula de 4-metilcatecol
(ChemSpider, 2021) (ChemSpider, 2021)

En la tabla 19 se muestran los niveles totales de cada uno de los aldehidos de Strecker
formados a partir de las quinonas de los compuestos fendlicos estudiados y de sus
aminoacidos precursores. En la misma tabla, también se recogen los valores de los
blancos (muestras que contenian uno sélo de los reactivos), que de nuevo son
apreciables sobre todo en el caso del blanco que contiene los aminoacidos precursores

(Sistema 3). Este hecho esta en concordancia con los observado por Monforte et al.
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(2020) en la formacion de fenilacetaldehido. Una posible explicacion de este hecho es
que puedan darse otras reacciones gracias a la presencia de oxigeno y de los iones
metalicos que dan como resultado la formacion de radicales hidroxilo. Estos radicales
hidroxilo son capaces de oxidar el &cido tartarico a acido dioxosuccinico (Fenton,
1905) que puede ser otro sustrato para la degradacion de Strecker. Ademas, estd
descrito que esos mismos radicales hidrolxilo pueden reaccionar con el etanol y formar
radicales etoxi, y la presencia de ambos radicales esta correlacionada con la oxidacion
directa de aminoacidos sin la presencia de a-dicarbonilos para formar aldehidos en
disoluciones modelo de cerveza (pH 4,5 y 5% de etanol v/v) (Wietstock y Methner,
2013). De nuevo, las concentraciones que aparecen en los bancos son menores que las
producidas por los sistemas con aminoacido y compuesto fendlico, con la excepcion
del valor de fenilacetaldehido que alcanza valores similares al sistema de acido galico

con aminoacidos.

Se puede apreciar que de nuevo metional y fenilacetaldehido fueron los aldehidos méas
formados en ambos sistemas. Ademas, queda reflejado que el sistema que contienen
4-metilcatecol ha generado una gran cantidad de aldehidos de Strecker con respecto al

sistema que contiene acido galico, en torno de un orden de magnitud mas.

Las concentraciones de los aldehidos de Strecker obtenidos en el experimento 2, se
encuentran entre 48,5 ug/L (en el caso del isobutanal) y 296 pg/L (en el caso del
metional) cuando el polifenol es el acido galico y entre 423 pg/L (en el caso del
isobutanal) y 2188 pg/L (en el caso del metional) en el caso del 4-metilcatecol, como
se puede observar en la tabla 19. De manera que, partiendo de 0.2 mM de aminoacido
precursor se obtuvieron unos rendimientos comprendidos entre 0,34% y 1,42% con
acido galico y de 2,93% y 10,5% con 4-metilcatecol (Tabla 20) para isobutanal y
metional respectivamente en ambos casos. En otro trabajo se encontraron rendimientos
entre 3 y 4 veces mayores (entre 9 y 40%) oxidando los aminoacidos a la misma
temperatura durante 50 dias en la presencia de 4-metilcatecol con Fe?* (5 mg/L) y Cu?*
(0.2 mg/L) (Marrufo-Curtido, 2021). De este hecho se podria decir que la formacion
de aldehidos por oxidacion no es un proceso lineal, sino exponencial que cuadra con
la naturaleza radicalaria del mismo. En ambos casos el aldehido que més se produce
es el metional, seguido del fenilacetaldehido, seguido de cerca por el 3-metilbutanal.
También, coincide el hecho de que se forma el doble de metional que de
fenilacetaldehido (Oliveira et al., 2017; Aguerri, 2019).
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Tabla 19. Niveles totales de aldehidos de Strecker (g/L) encontrados en cada uno de los sistemas de 4-metilcatecol y acido galico (n=2).

Muestra
Sistemal
Sistema2
Sistema3d
Sistema4
Sistemab

Aldehidos de Strecker

Compuesto fendlico Isobutanal 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional
4-metilcatecol + aa 423 + 17 514 + 28 766 £ 33 2188 + 104
Acido galico + aa 485+75 63,7 £ 6,6 110 +5 296 + 9
Blanco aa 18,7+ 15 27,8 + 3,6 355+74 109 + 28
Blanco 4-metilcatecol 3,01£0,11 3,53+0,38 0,796 + 0,017 2,50+0,23
Blanco acido galico 2,86 £ 0,10 5,35+ 0,09 1,24 £0,19 2,21 + 0,36

Fenilacetaldehido
1355+ 25
220+£5
195 + 14
15,3+ 0,5
16,5+ 0,0

Suma

5247 + 208

738 + 34
386 + 55
25,1+0,7
28,1+0,7

aa: conjunto de aminoacidos; Todos los sistemas contienen 35mg/L O, 5 mg/L de Fe?*, 0.25 mg/L de Cu?" y 2.5 mg/L de Mn?*

Tabla 20. Rendimientos de cada aldehido de Strecker en cada sistema de 4-metilcatecol y &cido gélico.

Muestra
Sistemal
Sistema2
Sistema3
Sistema4
Sistemab

% Rendimiento

Compuesto fenolico Isobutanal 2-metilbutanal 3-metilbutanal
4-metilcatecol + aa 2,9343 2,9884 4,4473
Acido galico + aa 0,3363 0,3698 0,6378
Blanco aa 0,1297 0,1612 0,2062
Blanco 4-metilcatecol 0,0209 0,0205 0,0046
Blanco &cido galico 0,0199 0,0311 0,0072

Metional

10,5035
1,4207
0,5226
0,0120
0,0106

5,6372
0,9166
0,8105
0,0636
0,0685

aa: conjunto de aminodcidos; Todos los sistemas contienen 35mg/L Oz, 5 mg/L de Fe?*, 0.25 mg/L de Cu?* y 2.5 mg/L de Mn?*

Fenilacetaldehido
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4.2.1. Efecto del compuesto fenodlico en el consumo de oxigeno

Durante el desarrollo del experimento 2, también se realiz6 la medicion del oxigeno

disuelto de las muestras de cada sistema durante los 33 dias que se incubaron a 35°C

en agitacion. Estas medidas se han representado gréficamente (Figura 9).
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Figura 9. Oxigeno disuelto medio en los cinco sistemas estudiados a lo largo del periodo

de incubacién (n=2). a) Sistemas con 4-metilcatecol. b) Sistemas con &cido gélico.
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En primer lugar, se observa como el oxigeno disuelto de la pareja de tubos de los
sistemas 2 y 5 (que contienen &cido galico) presentan menores desviaciones estandar
que es sistema 3 (sélo aminoacidos) y mucho menores que los sistemas 1y 4 (con 4-
metilcatecol).

En las gréficas se puede observar como existe un descenso del nivel de oxigeno disuelto
mas 0 menos constante en todos los sistemas que contienen fenoles (sistemas 1-2 y 4-
5). Para el sistema 3, que s6lo contienen los aminoacidos, solo se observa un descenso
del oxigeno disuelto hasta el dia 3 y luego una acumulacién. Como ya se ha explicado
en el apartado anterior, la presencia de oxigeno y metales puede producir radicales
hidroxilo capaces de oxidar el &cido tartarico a acido dioxosuccinico (Fenton, 1905), el
etanol a acetaldehido (Wildenradt y singlenton, 1974) o los aminoacidos a aldehidos
(Wietstock y Methner, 2013). Para el ultimo caso, el mecanismo propuesto no consume
oxigeno una vez se hayan generado los radicales (Anexo V), lo que cuadraria con la

tendencia en el oxigeno observada para el sistema 3 (Figura 9).

A parte de representar las medidas directas del oxigeno disuelto en los tubos, se realizd
la representacion grafica del oxigeno consumido de cada sistema. Esto se pudo hacer
gracias a que sabemos exactamente la cantidad de oxigeno que habia inicialmente en
cada tubo. Se muestra como ejemplo la gréafica del sistema 2 (Figura 10), mientras que

el resto de las graficas se adjuntan en el Anexo VI.

sistema 2 Lineal (sistema 2)
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Figura 10. Fraccién de oxigeno consumido en el sistema 2, que contiene acido galico
(2 mM) y el conjunto de todos los aminoacidos (0.2 mM de valina, leucina, isoleucina,

metionina y fenilalanina).
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En estas graficas se puede observar el nivel de oxigeno consumido y gracias a la
ecuacion de minimos cuadrados, la fraccion consumida al dia. En el ejemplo del
sistema 2, se alcanza el 60% de oxigeno consumido y la fraccion diaria consumida es

de 1,69. La tabla 21 recoge los datos de los sistemas con fenoles.

Tabla 21. Datos del consumo de oxigeno de los distintos sistemas con compuestos

fendlicos.
Compuesto fendlico FUGEEIL PR R2
consumida consumida /dia
Sistema 1 4-metilcatecol + aa 72+4 2,1349 + 0,0565 0,9848
Sistema 2 Acido galico + aa 61+4 1,6940 £ 0,0530  0,9789
Sistema 4 Blanco 4-metilcatecol 65+5 1,9607 + 0,059 0,9802
Sistema 5 Blanco acido gélico 63+ 1 1,9588 +1,1354  0,9771

El sistema 1, que contiene 4-metilcatecol y aminoacidos, es el que mas oxigeno
consumid durante el experimento en comparacion con el resto de sistemas, sin

embargo esta diferencia no es significativa.

Segun el analisis de varianza realizado a la fraccién consumida total y a la fraccion
consumida al dia (pendiente de las rectas de minimos cuadrados), los sistemas 1y 2
con respecto a sus blancos (sistemas 4 y 5) muestran una cinética parecida. Por lo
tanto, el consumo de oxigeno depende Unicamente de la presencia de polifenoles, se

formen o no aldehidos en el medio.

4.3. Efecto diferencial del tipo de compuesto a-dicarbonilo en la degradacion de

Strecker

Una vez mostrados y comentados los resultados de los experimentos 1y 2, se decidio
estudiar el efecto de tener el a-dicarbonilo presente o que se formara a partir de
un compuesto fendlico en el propio sistema. Para ello, se eligieron los sistemas
comparables, que fueron aquellos que contenian la presencia de los tres metales. En el
caso de tener ya el a-dicarbonilo presente hay que recordar que la presencia de oxigeno
no era necesaria, mientras que para formarlo a partir de un compuesto fenélico la

presencia de oxigeno y metales es imprescindible (Danilewicz, 2016).

En la tabla 22 se muestran los resultados del ANOVA de un factor, ademas de reflejar
los resultados de la prueba Duncan. Claramente se puede observar que el sistema con
4-metilcatecol ha generado de forma significativa mayor cantidad de aldehidos que el

resto, seguido del sistema con acido galico y con grandisimas diferencias con los
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sistemas de metilglioxal y diacetilo donde no existen diferencias significativas entre
ellos. Pero para ver mejor la magnitud de estas diferencias se ha restado el blanco del
sistema con amino&cidos a cada uno de los sistemas estudiados. Asi se observa en la
Tabla 23 que para el isobutanal, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal y metional las
diferencias entre el sistema de acido galico frente los sistemas con metilglioxal y
diacetilo son de un factor 10 o0 un poco mayores, respectivamente; y las diferencias del
sistema con 4-metilcatecol frente al acido galico son de nuevo de un factor 10 y frente
al metilglioxal y diacetilo de un factor 100 o mayores. El fenilacetaldehido merece un
comentario exclusivo. En este caso la diferencia entre el sistema de acido gélico frente
al de diacetilo es de un factor 2, el resultado obtenido a partir del metilglioxal es
similar al del acido gélico y ambos son 40 veces menores que el resultado obtenido
con el 4-metilcatecol.
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Tabla 22. Niveles totales de aldehidos de Strecker (ug/L) encontrados en los sistemas con a-dicarbonilo de inicio o formado a partir
de su fenol (n=2) en la presencia de la misma cantidad de metales.
Aldehidos de Strecker

Codigo Isobutanal 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido Suma
Diacetilo
(BDO1) 1,05 + 0,07 1,50 £ 0,02 3,62+0,21 14,8 +0,3 15,9+0,9 36,8+ 1,3
Metilglioxal . . . . . .
(MGO1) 2,74 +0,27 4,16 = 0,00 7,93 £ 0,40 18,1 £0,8 233+1,9 56,3 + 2,1
A-metilcatecol 3 -, 515+ 28+ 766 £33 2188+ 104 ¢ 1355 + 25 ¢ 5247 + 208 »
(Sistema 1)
Acido Galico | 4o 5, 750 | 371660 110+ 5" 296+ 9 b 220450 738+ 340
(Sistema 2)

Las diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05),

Tabla 23. Diferencias en los aldehidos de Strecker (ug/L) de los sistemas con a-dicarbonilo de inicio o formado a partir de su fenol
(n=2) en la presencia de la misma cantidad de metales frente a sus respectivos blancos.
Aldehidos de Strecker

Codigo Isobutanal 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
Diacetilo
(BDO1) 0,53 0,16 3,2 11,8 12,8
Metilglioxal
(MGO1) 2,22 2,82 7,51 15,1 20,2
4-metilcatecol 404 486 730 2079 1160
(Sistema 1)
Acido Galico
(Sistema 2) 29,8 35,9 74 187 25
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se ha estudiado el posible efecto catalitico de los metales Fe,
Cuy Mny sus combinaciones sobre sistemas que contenian aminoécidos con diacetilo
o metilglioxal en ausencia de oxigeno. Los rendimientos de formacion de aldehidos
de Strecker encontrados han sido bajos (entre 0,005% y 0,117% para diacetilo, y
0,019% y 1,155% para el metilglioxal), sin embargo, las cantidades cuantificadas (de
30 a 80 pg/L en total) han sido suficientes para poder evidenciar los efectos de los
metales. Lo mas destacado ha sido la influencia positiva del Mn?*y negativa por parte
de la interaccion Fe?* x Mn?*. Ademas, en el caso del diacetilo, la inesperada y
desfavorable interaccion de los tres metales (Fe?*xCu?*xMn?*). Esto hace pensar en
una competencia entre los dos metales para alcanzar algun sitio activo. En el caso del
metional se ha observado la influencia positiva del Fe?* mientras que para el resto de

los aldehidos esta influencia es de signo contrario.

La diferencia de la naturaleza del compuesto a-dicarbonilico usado también fue
evaluada. Estos compuestos pueden estar directamente en el medio o formarse a partir
de la reaccion de fenoles con oxigeno catalizada por metales. En este segundo caso,
utilizando como compuesto a-dicarbonilico las quinonas de acido géalico y de 4-
metilcatecol se obtuvieron rendimientos de reaccion mayores que con diacetilo y
metilglioxal (0,34% y 1,42% a partir del &cido galico, y de 2,93% y 10,5% con el 4-
metilcatecol). Concretamente, la quinona de galico produjo 10 veces mas isobutanal,
2-metilbutanal, 3-metilbutanal y metional que los que generaron el metilglioxal y el
diacetilo, mientras que la quinona del 4-metilcatecol lo hizo 100 veces méas. Ademas,
se ha demostrado que el consumo de oxigeno depende unicamente de la presencia de

polifenoles, se lleguen a formar o no aldehidos en el medio.
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