TESIS DE LA UNIVERSIDAD 2024
DE ZARAGOZA 254

Elayma Sanchez Acevedo

Estudios sobre la calidad
aromatica potencial de la uva.
Cinéticas de acumulacion de
aromas varietales y estrategias
metabolomicas para la
identificacion de las moléculas
precursoras

Ferreira Gonzalez, Vicente
Lopez Gomez, Ricardo Javier

IS5N 2254-T606




Universidad de Zaragoza
Servicio de Publicaciones

@ @ @ ISSN 2254-7606



«as  Universidad

101  Zaragoza

1542

Tesis Doctoral

ESTUDIOS SOBRE LA CALIDAD AROMATICA
POTENCIAL DE LA UVA. CINETICAS DE
ACUMULACION DE AROMAS VARIETALES Y
ESTRATEGIAS METABOLOMICAS PARA LA
IDENTIFICACION DE LAS MOLECULAS
PRECURSORAS

Autor

Elayma Sanchez Acevedo
Director/es

Ferreira Gonzalez, Vicente
Lopez Gomez, Ricardo Javier

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA
Escuela de Doctorado

Programa de Doctorado en Ciencia Analitica en Quimica

2024

Repositorio de la Universidad de Zaragoza — Zaguan http://zaguan.unizar.es







s2s  Universidad
180 Zaragoza

1542

Tesis Doctoral

Estudios sobre la calidad aromatica
potencial de la uva.
Cineticas de acumulacion de aromas
varietales y estrategias metabolomicas
para la identificacion de las moléculas
precursoras.

Autora:
Elayma Sanchez Acevedo

Directores:
Ricardo Lopez Gomez
Vicente Ferreira Gonzalez

Facultad de Ciencias
Departamento de Quimica Analitica
Diciembre 2023







A mis padnes, for su apoye incondicional

“El vino es la unica obra de arte
que se puede beber”

Robert Louis Stevenson






La presente tesis doctoral ha dado lugar a la publicacion de un articulo y otros dos se

encuentran en redaccion.

Articulo publicado:

» Kinetics of aroma formation from grape-derived precursors: Temperature

effects and predictive potential
Elayma Sanchez-Acevedo, Ricardo Lopez, Vicente Ferreira
Food Chemistry 438 (2024) 137935
DOI: 10.1016/j.foodchem.2023.137935

Factor de impacto de la revista 2023 (JCR ISI): 8.8

Articulos en preparacion:

= Fractionation strategies and untargeted UHPLC-MS for the identification of
aromatic precursors in winemaking grapes.
= Identification of several glycosidic aroma precursors in six varieties of

winemaking grapes and assessment of their aroma potential by acid hydrolysis.






Indice

Indice
Presentacion y estructura de 1a tesis ................cccoooiiiiiiii 1
INtroducCion ...........ccooiiiiiii s 7
L. E1 aroma del VINO .......coiuiiiiiiiiiiiie ettt 7
1.1 El aroma varietal..........cccociiiiiiiiiiiiii e 8
2. Precursores especificos €n 1as UVAS ........ccoeiiiiiiiiiiiciec e 11

2.1 Precursores cisteinicos, glutatiénicos y otros especificos de tioles varietales.. 12

2.2 Precursores gliCOSIAICOS ......oiviiiiiiiiiiiiiieii e 15
2.3 Determinacion y andlisis de precursores glicosidiCos ......cvvviviriiiiiiiiiiiiinennne 16
2.3.1 Determinacion INAITECTA ......cc.veeiueeiieiiieiieeiee s 17
2.3.2 Determinacion dIr€CHA........ccueieiieiiiiie ettt 21

3. RETEICIICIAS ..euviiiiieiie ettt ettt e srn e e nne e e nneesnne s 29

EN JAS UVAS......cciii 43
L. INErOAUCCION ...t 43

2. Materiales ¥ MELOAOS ... .eeueiiiieiiieiii ettt 44
2.1, MUECSEEAS A€ TUVAS ...vvieutieiiiietiesiteestie st ettt e et be et sae e e b et e e beesnaeenneenneas 44
2.1.1. Preparacion de miStelas .........coceeiuieiiiiiieiieeiee e 44

2.1.2 Fracciones fenolicas aromaticas (FFAS) ..o 45

2.2. Hidrdlisis &cida en anoxia a tres teMpPeraturas ........ocvveerveesiuveesiveeesninesssseeennns 45

2.3. Cuantificacion del aroma liberado por hidrolisis &cida ..........ccovveriiiviinennne, 46

2.3.1. Analisis de compuestos volatiles minoritarios y trazas mediante GC-MS46
2.3.2. Analisis de mercaptanos polifuncionales mediante UHPLC-QqQ-MS.... 47

2.4. Algunas consideraciones teoéricas. Modelos cinéticos de primer orden para

interpretar graficos experimentales de concentracion vs. tiempo...........ocvervvenenne. 48



Indice

2.4.1. Moléculas de aroma estables ..........cccceriieriiiiieiiieiie e 48
2.4.2. Moléculas de aroma inestables ..........ccervvrrieriiieiiiieiie e 49

3. RESUIAAOS ... 52
3.1. Evolucién de compuestos de aroma a tres temperaturas diferentes ................ 52

3.1.1. Moléculas de aroma labiles (kd grande) derivadas de moléculas

precursoras l1abiles (Kh rande) ..........cocoviiiiiiiiiiii s 57

3.1.2. Moléculas de aroma estables (kd pequefia) derivadas de moléculas

precursoras 1abiles (Kh Srande) ..........ocoviriiiiiiiiiiee e 59

3.1.3. Moléculas de aroma estables (kd pequefia) derivadas de moléculas

precursoras bastante estables (kh pequemia).........cccccvvveiiiiiiiciici e 61

a) Moléculas de aroma estables (kd pequefia) derivadas de moléculas

precursoras estables (kn pequefia) con pequefios efectos de la temperatura... 61

b) Moléculas de aroma estables (kd pequefia) derivadas de moléculas

precursoras estables (kn pequefia) con efectos moderados de temperatura .... 62

c) Moléculas de aroma estables (kd pequefia) derivadas de moléculas

precursoras estables (kn pequefia) con efecto extremo de la temperatura ...... 64
4. CONCIUSIONES ..ottt ettt ettt e et e e e be e e anneas 66
5. REIRICIICIAS .. uvviiiceciiee et e et e e e st e e e s et e e e e e eraeeeeans 67

prediccion del aroma potencial en uvas Garnacha y Tempranillo.......................... 73
L. INETOAUCCION ...t st e e st e e s nnee e 73

2. Materiales Y MELOAOS ......ueuriiiieiiiiiie et 75
2.1 MUESEIAS A€ TUVAS ..e.vveieiiiieiiiie ettt ettt ettt esnnee e 75

2.2 Preparacion de mistelas y sus respectivas Fracciones Fenolicas y Aromaticas

(FIFAS) ettt 75
2.3. Hidrolisis 4C1da €N @N0XI1a.....ccvreveeiriiiieiieeiee et sne e 75
2.4. Cuantificacion del aroma liberado por hidrolisis 4cida.........cccocoveviviiiennennn. 76

IR AT 0172 (o T 77



Indice

3.1. (Puede la hidrolisis acelerada a 75°C predecir el potencial aromatico de la

10T N TR 77

3.1.1 Diferencias varietales y de hidrdlisis. Analisis de componentes principales

(P A e 77
3.1.2. Correlacion entre la hidrélisis acelerada y lenta...........ccoceviiiiiiniiennne, 83
4. CONCIUSIONES . .....veeueiieeieeie sttt bbbt r e neene e 87
5. RETETENCIAS ...ttt nnee s 88

Capitulo 3. Evaluacion de un procedimiento de fermentacion rapida para la

preparacion de muestra en estudios del aroma varietal producido por hidroélisis

acida de precursores aromMAtICOS ..............coccviiiiiiiiiiie i 93
L. INEEOAUCCION ...ttt nnee s 93

2. Materiales Y MELOAOS ......ccviieiiiiiiiieiiei e 94
2.1 Preparacion de MUESIIAS .......covueieiieieiiieesieessieeesiee st snaee e 94
2.1.1. Preparacion de mistela desalcoholizada ..........cccooveiiiiiiiiiiiicieiees 94

2.1.2 Extraccion de la Fraccion Fenolica Aromatica (FFA) ....c.oooovvviieiiiieenen. 94

2.2 FOIMENTACIONES ....cevvieaeieiiiietee ettt e siee et e ste e et e ie e bt e ste e et e e sseeenbeeanbeesbeeenneenneesnnas 94
Condiciones fermentacion eStANdar.............ccoocveiiiiiieii e 95
Condiciones fermentacion rapida ..........ccooveviiiiiiiiiiniiiiec 95

2.3 Envejecimiento acelerado mediante hidrolisis dcida en anoxia ...........ccceeeeee. 96

2.4 Evaluacion del aroma generado en la fermentacion y luego por hidrdlisis 4cida

................................................................................................................................ 96
2.4.1 Cuantificacion de compuestos MaYOTItarios ........vvvereervireesieiisierseennens 97
2.4.2 Cuantificacion de compuestos minoritarios Y trazas .......c.cceeververireeninns 97
2.4.3 Cuantificacion de mercaptanos polifuncionales.........cccccovviiieiiiiniiennnn, 98

3. RESUIAAOS ... 98

3.1 Evaluacion del aroma generado por hidrolisis dcida de fermentados y FFAs

S 010) 1115 81  o b2 TR 99



Indice

3.1.1 ArOmas VAriCtales ........cceiiviriieiiiiiieiie et 99
3.1.2. Estudio de los aromas mayoritarios ..........cocuerereereerresneneenessneseeseenens 113
4. CONCIUSIONES . ...cvviviiiieiii ittt et nre s 120
5. RETETEICIAS ..t 121

Capitulo 4. Fraccionamiento semipreparativo para el aislamiento y caracterizacion

de precursores AroMALICOS ..............coeoiiiiiiiiii e 127
L. INEEOAUCCION ...ttt r e e e 127

2. Materiales ¥ MEOAOS ......c.uiivieiiiiiiieii e 129
2.1 Preparacion de MUESTIAS ......cciveieiieieiiiiesiiessieeesieessireessireesbressreeesseeennnee e 129
2.1 1 MISEEIAS ...ttt 130

2.1.2 Fracciones fendlicas aromaticas (FFAS) ......ccccovviiiiiii i 130

2.2 FraCCIONAMICIITO ...c..viiueieiiiiitiesieeeieesiee et et e e steesieeesbeesse e et e ssae e sbeeanbeesbeesnnee e 130
2.2.1 Fraccionamiento en Toyopear] .........ccccccvviiiiiiiiiiiniiiie e 130

2.2.2 Fraccionamiento en gel de SIliCe .......cocvvviiiiiiiiiiiiiccc 131

2.2.2.1 Seleccion por aroma de fracciones del gel de silice ........cccevvveeneee. 131

2.2.2.2 Andlisis cualitativo SPME-GC-MS de las fracciones seleccionadas por

aroma en el gel de SIICE ......ovviviiiiiiici 132

2.3 Analisis UHPLC-QTOF-MS de las fracciones sin hidrolizar seleccionadas en el

analisis SPME-GC-MS ... ..o 133
3. RESUIAAOS ... 133
3.1 Fraccionamiento con el gel Toyopearl...........cccoovviiiniiiiniceeee 134
3.2 Fraccionamiento en columna de silicade la F1.......cccccooiiiiiiiiiiiiiine, 136
3.2.1 Andlisis SPME-GC-MS .......cooiiiiiiiiiiieiie e 138

3.3 Analisis UHPLC-QTOF-MS/MS ......coiiiiiiiiiieie et 140
3.3.1 Identificacion de posibles precursores del aroma..........cccocvevvvvivcinennne. 144

4. CONCIUSIONES ... ettt eitee sttt ettt ettt e s bt et et e e et e e e se e e b e e abe e e mneesbeesnbeenreeannee e 153

R A (1 1<) 0 (o) £ LR 154



Indice

Capitulo 5. Variabilidad aromatica intervarietal como herramienta para la

identificacion de precursores glicosidicos del aroma en uvas mediante estrategias

MEtADOLOMICAS ..o 159
L. INErOAUCCION ... e 159
2. Materiales Y MELOAOS .....ccuvieiiiiiiieiiiiiie it 160

2.1 Preparacion de MUESLIAS ......c.veviiiiiieiriiie e 160
2.2 Fermentacion TAPIda .......cccuvieiiveiiiiriiiee st 160
2.3 Evaluacion del aroma ..........ccoieeiieriiiiniie e 161
2.3.1 Envejecimiento acelerado mediante hidrélisis 4cida en anoxia .............. 162
2.3.2 Cuantificacion de aromas trazas y minoritarios ...........c.cceeeeeevereerennennns 162
2.3.3 Cuantificacién de mercaptanos polifuncionales ...........ccccevvveviiiveeiinennne 162

2.4 Analisis SPE-UHPLC-QTOF-MS de los vinos recién fermentados............... 162

3. RESUIAAOS ... e 163

.............................................................................................................................. 165

3.1.1 Estudio de la diversidad aromatica de las distintas variedades ............... 168

3.2 Anélisis UHPLC-MS de 10S VINOS JOVENES .......ueeiveriiiiieiiiieiieiesieeesieeesieeens 180
3.2.1 Tratamiento y seleccion de los features detectados ..........cceeveeriveinenne. 181

3.2.2 Identificacion de posibles precursores del aroma..........ccocvevvviiicnennnne. 182

4. CONCIUSIONES ...ttt eieee ettt ettt ettt ettt ettt s bt e et e e sbe e enne e ebeeanneenbeeeneee e 203
5. RETETEICIAS ..ttt nneas 205
Conclusiones Generales...............ccooiiiiiiiiiiiii 211
PN 1 1o 1L PP PUPPPP PP 215
Anexo I. Material suplementario sobre los métodos analiticos empleados.............. 215

Anexo II. Aplicacion de la metodologia de hidrdlisis acelerada para la prediccion del
aroma potencial en uvas de Garnacha. Estudio del impacto de la edad del vifiedo y el

deshojado en este potencial aromMAtiCO. ........oocuvieiiiiiriiie i 221



Indice

Anexo III. Preevaluacion de la fermentacion rapida de mostos de uva para el estudio

de los aromas varietales derivados de hidrdlisis acida de precursores..................... 235

Anexo IV. Perfiles de intensidad en las fracciones sin hidrolizar del analisis UHPLC-

MS de los potenciales precursores identificados en el capitulo 4. ...........ccceeveeneeee 245



Presentaciony

estructura de la tesis







Presentacion y estructura de la tesis

Presentacion y estructura de la tesis

Esta tesis ha sido financiada por el Ministerio de Economia y Competitividad del
Gobierno de Espafia, mediante la beca predoctoral PRE-2018-084968 asociada al
proyecto AGL2017-87373-C3-1-R y el trabajo experimental se llevd a cabo en el
Laboratorio de Anélisis del Aroma y Enologia (LAAE). El objetivo principal fue la
evaluacion del potencial aromatico en las uvas mediante el estudio y caracterizacion de

las moléculas implicadas en este potencial.
La memoria esta estructurada de la forma siguiente:

Introduccion: En esta seccion se hace un repaso al estado del arte en lo referente al origen
del aroma varietal, presentando el contexto actual sobre los precursores presentes en las

uvas y su determinacion, haciendo énfasis en los precursores glicosidicos.

Capitulo 1. Cinética de formacion de aromas a partir de sus precursores presentes
en las uvas: En este capitulo se estudia la cinética de liberacion de aromas varietales a
partir de sus precursores en fracciones reconstituidas en vino sintético de uvas de
Garnacha. Para ello, se estudia la acumulacion de los aromas mediante su liberacion por

hidrolisis acida a tres temperaturas 35, 50 y 75°C.

Capitulo 2. Evaluacion de la hidrdlisis acida acelerada a 75°C como método para la
prediccion del aroma potencial en uvas Garnacha y Tempranillo: Basados en los
resultados del capitulo 1, en este capitulo se evalud la hidrolisis acida acelerada a 75°C
durante 24 horas para la prediccién del aroma potencial de las uvas. Para ello, se
realizaron estudios de correlacion entre la acumulacion de aromas mediante una hidrolisis
suave a 50°C y la propuesta a 75°C, en doce fracciones de precursores extraidas de uvas
de Garnacha y Tempranillo. Este capitulo ademas tiene asociado el anexo “Aplicacion de
la metodologia de hidrdlisis acelerada para la prediccion del aroma potencial en uvas de
Garnacha. Estudio del impacto de la edad del viiiedo y el deshojado en este potencial
aromatico” donde se utiliza esta metodologia de hidrodlisis para estudiar las diferencias
aromaticas que pueden introducir, por un lado, la edad del vifiedo y por otro el deshojado

en dos momentos distintos del desarrollo de la uva en muestras de la variedad Garnacha.
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Capitulo 3. Evaluacion de un procedimiento de fermentacion rapida para la
preparacion de muestra en estudios del aroma varietal producido por hidrolisis
acida de precursores aromaticos: El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficacia de
una metodologia de fermentacion rapida en la evaluacion del aroma varietal derivado de
precursores, tanto frente a la estrategia empleada en los capitulos 1 y 2, basada en la
extraccion de fracciones fendlicas y aromaticas (FFAs), como frente a una fermentacion
en condiciones estandares. Ademas, en el anexo “Preevaluacion de la fermentacion rapida
de mostos de uva para el estudio de los aromas varietales derivados de hidrolisis acida de
precursores” se definen los parametros de la fermentacion rapida y se hace una evaluacion

previa del aroma liberado por hidrolisis acida frente a la FFA.

Capitulo 4. Fraccionamiento semipreparativo para el aislamiento y caracterizacion
de precursores aromaticos: En este capitulo se aborda una estrategia de fraccionamiento
semipreparativo para simplificar la enorme complejidad que presentan las muestras de
uvas en los andlisis directos de este tipo de moléculas por UHPLC-MS, con el fin de
obtener e identificar los precursores glicosidicos de forma individual y establecer
asociaciones mds univocas con los aromas de los que son precursores. Este capitulo
incluye el anexo “Perfiles de intensidad en las fracciones sin hidrolizar del andlisis
UHPLC-MS de los potenciales precursores identificados en el capitulo 4” en el que
aparecen reflejados los perfiles de intensidad de cada uno de los potenciales precursores

identificados en este capitulo.

Capitulo 5. Variabilidad aromatica intervarietal como herramienta para la
identificacion de precursores glicosidicos del aroma en uvas, empleando diversas
estrategias metabolomicas: En este ultimo capitulo el objetivo es la identificacion de
precursores aromaticos glicosidicos en seis variedades de uvas. Para ello, se emplea un
andlisis metabolomico por UHPLC-QTOF-MS/MS. Ademas, se estudian las posibles
correlaciones que puedan existir entre estos precursores y los aromas liberados mediante
hidrolisis acida en seis fermentados monovarietales envejecidos, obtenidos mediante la
metodologia descrita en el capitulo 3, como una herramienta que permita un nivel mas de

confirmacion en la identificacion y caracterizacion de estas moléculas precursoras.

Conclusiones: En este apartado se resumen las conclusiones mds importantes de esta

tesis.
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Anexos: Ademas de los anexos descritos anteriormente y asociados a los capitulos 2, 3 y
4, se presenta un anexo (Anexo I) que contiene informacidén suplementaria sobre los

métodos analiticos empleados.
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Introduccion

1. El aroma del vino

El aroma del vino desempefia un papel crucial en la manera en la que los consumidores
lo aprecian o prefieren, ya que este producto se disfruta principalmente por el placer
sensorial que ofrece, siendo su aroma la primera impresion que deja. La formacién de
este aroma es un proceso complejo en el que intervienen la uva, la levadura y una serie
de mecanismos quimicos y enzimaticos desde las etapas previas a la fermentacion hasta

el envejecimiento del vino (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

La complejidad del aroma del vino se debe en parte a su origen, pues surge de un proceso
extenso que abarca aspectos biologicos, bioquimicos y tecnolégicos, comenzando desde
la vid hasta llegar a la copa. Ademas, esta complejidad se atribuye al gran numero de
compuestos organicos volatiles con distintas naturalezas quimicas y variadas
caracteristicas sensoriales que pueden encontrarse en concentraciones que van desde

miligramos por litro hasta nanogramos por litro.

Los componentes volatiles que constituyen el aroma del vino provienen de distintas
familias quimicas, lo que permite agruparlos segun esta caracteristica. La clasificacion
propuesta por Cordonnier y Bayonove en 1981 (Cordonnier & Bayonove, 1981) es una
de las mas empleadas a pesar de inducir a error al estar basada en diversos criterios no
bien definidos. En efecto, la clasificacion se basa pretendidamente en el origen de estos
compuestos y los agrupa en aromas primarios, que son aquellos relacionados con la uva,
secundarios, que son los aromas que se producen durante la fermentacion como
consecuencia de la accion de levaduras y bacterias, y terciarios o bouquet: que se forman

durante el envejecimiento del vino en barrica y botella.

El problema de esta clasificacion es que mezcla el criterio de origen con el de aparicion
temporal. Al hacerlo y denominar primario al aroma de la uva, no es fiel al hecho de que
una gran parte del aroma varietal se forma a lo largo del envejecimiento, por lo que lo
incluye dentro del bouquet. Por ello, en nuestro caso, la clasificacion se basara en aromas

varietales y aromas fermentativos, fundamentalmente.
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1.1 El aroma varietal

Una parte importante y altamente valorada del aroma del vino esta estrechamente ligada
alauva, y es la que denominamos aroma varietal. El aroma varietal va mas alla de lo que
los endlogos tradicionalmente han considerado como aroma primario, es decir, el que
abarca Unicamente las moléculas de aroma presentes en las uvas. En cambio, el aroma
varietal del vino deberia incluir todas las moléculas de aroma cuya cadena de carbono
principal fue sintetizada en la uva, puesto que se ha demostrado que la variedad de uva
puede llegar a influir en los volatiles fermentativos a través de su perfil caracteristico de

aminodcidos, acidos grasos e incluso de polifenoles (Ferreira & Lopez, 2019).

Sin embargo, si nos limitamos a lo que podriamos llamar aroma varietal primario, este
describe a moléculas aromaticas cuya construccion se realizd fundamentalmente en la
uva. Se trata mayoritariamente de precursores no volatiles y por tanto, inodoros que
liberan el aroma por diversos procesos espontaneos. Dado que las bayas de uva carecen
de estructuras anatomicas para almacenar compuestos organicos volatiles lipofilicos,
tienden a almacenarlos como glicosidos solubles en agua o en conjugacion con
aminoacidos como la cisteina, en el caso de moléculas azufradas (Peyrot des Gachons
et al., 2000). Son estos precursores los que, a través de una serie de procesos quimicos
espontaneos y de diverso grado de simplicidad, como la hidrdlisis, deshidratacion,
ciclacion o esterificacion, forman finalmente la molécula de aroma en algin momento de

la produccion y/o almacenamiento del vino (Ferreira & Lopez, 2019).

Debido a que estos procesos pueden llevar mucho tiempo, una parte significativa del
aroma varietal del vino ha sido tradicionalmente clasificada como "aroma terciario”,
"aroma de evolucion" o "bouquet de envejecimiento”, como se comentd anteriormente.
Esto es particularmente evidente en las uvas neutras que se utilizan con mayor frecuencia
para producir vinos secos. En estas uvas, la mayoria de los compuestos del aroma estan
presentes como precursores no volatiles, entre las que se incluyen formas polidlicas
(Williams et al., 1980), precursores cisteinicos, glutationicos, precursores conjugados de
cisteina-glicina y glutamil-cisteina (Bonnaffoux et al., 2017, 2018; Cibaka et al., 2017;
Fedrizzi et al., 2009; Tominaga et al., 1998), precursores de sulfuro de dimetilo (DMS)
(Loscos et al., 2008; Segurel et al., 2005) y precursores glicosidicos (Y. Z. Gunata et al.,
1985; Hayasaka, Dungey, et al., 2010; Schneider et al., 2001; Williams et al., 1982a). La

relevancia de todo este conjunto de precursores del aroma comenzé a confirmarse en
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estudios antiguos que establecieron una estrecha relacion entre la calidad aromatica del

vino y la presencia de estos precursores en las uvas (Francis et al., 1992).

Los compuestos derivados de las uvas tienen un papel fundamental en la manifestacién
de los aromas caracteristicos de cada variedad. El término aroma varietal no implica
necesariamente que cada variedad de uva tenga compuestos volatiles especificos que la
diferencien cualitativamente de otras variedades. Generalmente, cualquier aroma o
precursor se encuentra en los mostos y vinos de diferentes variedades de uva y lo que
realmente puede diferir son los contenidos de estos compuestos entre las distintas
variedades. Estas diferencias de concentracion pueden ser de varios ordenes de magnitud

y, por tanto, muy relevantes desde el punto de vista sensorial.

A continuacién, se mencionan las principales familias quimicas y compuestos implicados

en el aroma varietal, junto con los vinos en los que estos aromas son mas caracteristicos:

= Mercaptanos polifuncionales: principalmente 3-mercaptohexanol y 4-mercapto-
4-metil-2-pentanona son determinantes en los aromas de pomelo y boj de los vinos
de Sauvignon blanc. El acetato de 3-mercaptohexilo (MHA) es el responsable de
del olor a fruta de la pasion de los vinos de Verdejo (Mateo-Vivaracho et al.,
2010).

= Terpenos: linalol y geraniol, que determinan el olor floral de los vinos de Moscatel
(Ribereau-Gayon et al., 1975), mientras que el o0xido de rosa produce el aroma de
lichi de los vinos de la variedad Gewdrztraminer (Guth, 1997; Ong & Acree,
1999),

= Norisoprenoides: p-damascenona que es importante en los vinos de Pedro
Ximénez (Campo etal., 2008)y en general, en vinos elaborados con uvas
sobremaduradas, p-ionona en algunos vinos de Syrah (Loscos et al., 2010), y TDN
responsable del aroma de queroseno observado en algunos vinos de Riesling
durante su envejecimiento (Dein et al., 2021; Simpson & Miller, 1983).

= Fenoles voldatiles: eugenol, isoeugenol, guaiacol y siringol. Estos estan
relacionados con el gusto a humo en vinos elaborados con uvas expuestas a
incendios (Caffrey etal., 2019; Hayasaka, Baldock, et al., 2010; Ristic et al.,
2017).

= Derivados de la vainillina: vainillina, acetovanillona, vanillato de metilo. Estos

compuestos estan mas asociados al envejecimiento del vino en barrica
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(Hernandez-Orte etal., 2014; Spillman etal., 1997) aunque también se han
reportado bajas concentraciones en uvas neutras, aunque muy por debajo de
aquellas que se pueden formar por el contacto del vino con la barrica (Ferreira &
Lopez, 2019).

= Derivados del &cido cinamico: cinamato de etilo y dihidrocinamato de etilo, se
caracterizan por un aroma frutal y balsamico dulce, y se han reconocido como
aromas de impacto en vinos de Pinot Noir de Borgofia (Moio & Etievant, 1995).

= Dimetilsulfuro (DMS), su presencia en vinos de Grenache Noir y Syrah del valle
de Rhone en Francia, fue estudiada y se demostré que aporta notas a trufa y
aceituna negra, ademas de incrementar las notas afrutadas en estos vinos (Segurel
etal., 2004).

= Piperitonas de olor mentolado que pueden estar presentes en grandes vinos de
Burdeos (Picard et al., 2016),

= Furaneol, el cual aporta notas a caramelo en vinos rosados de Garnacha (Ferreira
et al., 2002) y en vinos de Msalais, tipicos de la region de Region Autonoma Uigur
de Xinjiang (XUAR) en China. Este es un vino tradicional producido mediante la
fermentacion espontdnea del mosto hervido de la uva local Vitis vinifera
Hetianhong, por lo que entre otros factores en la concentracion del furaneol se
encuentran implicadas las reacciones de Maillard (Zhu et al., 2019).

» Masoia lactona, que evoca a aromas a coco e higos secos tanto en mostos como
en vinos tintos caracterizados por sabores a frutos secos (Pons et al., 2017)

= Alquilmetoxipirazinas que imparten el caracteristico olor a pimiento verde
encontrado en algunos vinos de Cabernet y Carmenére (Belancic & Agosin,
2007),

» Rotundona responsable del olor a pimienta negra de vinos de Syrah o Graciano
producidos en climas humedos (Geffroy et al., 2020)

= ypor ultimo compuestos implicados en el verdor observados en vinos elaborados
con uvas que no han alcanzado la madurez (compuestos tipo C9 y C6 como el 2,6-

nonadienal y (E)-2- hexenal) (Ferreira & Lopez, 2019) .

La mayoria de estos aromas, a excepcién de las alquilmetoxipirazinas, rotundona y los
compuestos del verdor, se acumulan en forma de precursores especificos en las uvas. Por

precursor especifico nos referimos a que el compuesto aromatico se formara mediante la
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simple incubacion del conjunto de precursores extraidos de la uva a un pH normal del
vino, o alternativamente, mediante la incubacion en presencia de una enzima. De esta
categoria quedan excluidas aquellas moléculas precursoras que solo pueden
transformarse en compuestos aromaticos mediante una accion metabdlica compleja de
levaduras, bacterias u otros microorganismos. Por ejemplo, la isoleucina puede ser
metabolizada por Saccharomyces produciendo &cido isovalérico, alcohol isoamilico y
acetato de isoamilo. En este caso, la isoleucina no puede considerarse como un precursor
especifico para estos importantes compuestos aromaticos, porque sus niveles finales estan
extraordinariamente limitados por los requerimientos metabdlicos de la levadura. De
hecho, la levadura es capaz de producir todos esos compuestos incluso sin haber
isoleucina en el medio de fermentacion. Es por ello que se consideraria mas bien como
un precursor no especifico de la molécula aromatica. Esta diferenciacion tiene una

importancia fundamental para definir el potencial aromatico de la uva.

Especificamente, compuestos claves como los terpenos, norisoprenoides y fenoles, se
encuentran en forma glicosilada en las uvas (Caffrey et al., 2019; Schneider et al., 2001;
Strauss et al., 1988; Ugliano & Moio, 2008; Williams et al., 1982a). Sin embargo, los
mercaptanos polifuncionales, se encuentran principalmente en forma de precursores de

tipo cisteinicos y glutatidnicos, entre otros (Bonnaffoux et al., 2018).

A continuacion, se comentaran aspectos relevantes de las moléculas precursoras que estan

presentes en las uvas de vinificacion y de su determinacion.

2. Precursores especificos en las uvas

En términos generales, las uvas utilizadas para la elaboracion de vino son aromaticamente
neutras y su sutil aroma y sabor se deben a la presencia en pequefias cantidades de
compuestos aromaticos como pueden ser: furaneol, [-damascenona, terpenoles,
bencenoides, fenoles, entre otros. Existe una clasificacion de las uvas que se basa
principalmente en la concentracion total de monoterpenos como criterio para clasificar
las variedades en: aromaticas o florales y no aromaticas o neutras (Y. Z. Gunata et al.,
1985). Las variedades florales o arométicas son aquellas que presentan concentraciones
de monoterpenos totales de alrededor de 1 mg/L o incluso superiores como pueden ser

Moscatel de Alexandria, Moscatel de Frontignan o Gewurztraminer, y las no aromaticas
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0 neutras son aquellas que contienen pequefias cantidades de estos compuestos, por

ejemplo: Chardonnay, Sauvignon Blanc, Merlot, Garnacha, Tempranillo, entre otras.

En las uvas neutras, se han detectado cantidades mensurables de compuestos C6 y bajos
niveles de algunos alcoholes, cetonas, ésteres y terpenos (Ferrandino etal., 2012;
Genovese, Gambuti, etal., 2013; Gémez et al., 1995). Sin embargo, esta fraccion de
aroma libre no contiene suficiente concentracion de compuestos aromaticos como para
tener un alto impacto en el aroma. La razdn radica en que como se comentaba
anteriormente, las uvas, al ser frutas con alto contenido de agua, no cuentan con
estructuras especificas para almacenar de manera segura moléculas no polares, como los
compuestos aromaticos. Las moléculas hidrofobicas presentes en muchos componentes
aromaticos se unen en la pulpa y la piel mediante enlaces covalentes con moléculas
polares, como azucares 0 aminoacidos. Por lo tanto, la uva de vinificacion contiene un
potencial aromatico elevado en forma de precursores no volatiles y por tanto inodoros.
Estos precursores pueden transformarse en compuestos aromaticos durante todo el
proceso de elaboracion del vino y su envejecimiento (Swiegers et al., 2005). De este
modo, los compuestos derivados de las uvas juegan un rol fundamental en el desarrollo

del aroma final y contribuyen al llamado aroma varietal del vino.

Aungue existen diferentes tipos de precursores como se ha mencionado antes, en esta
introduccion se haré referencia principalmente a dos tipos: los precursores cisteinicos,
glutatiénicos y otros relacionados, especificamente con los tioles varietales y los

precursores glicosidicos.
2.1 Precursores cisteinicos, glutationicos y otros especificos de tioles varietales

Los precursores cisteinicos y glutatiénicos, como el cisteina-3-mercaptohexan-1-ol
(CYS-MH), cisteina-4-mercapto-4-metilpentanona (CYS-MP), glutation-3-
mercaptohexanol (GLUMH) y glutatién-4-mercapto-4-metil-pentanona (GLU-MP), son
precursores de la 4-mercapto-4-metil-2-pentanona (MP) y el 3-mercaptohexanol (MH)
(Des Gachons etal., 2002; Fedrizzi etal., 2009; Peyrot des Gachons etal., 2000;
Tominaga et al., 1998). La MP es responsable de notas a boj y grosella negra (Darriet
et al., 1995) mientras que el MH y su correspondiente acetato (MHA) aportan notas a
pomelo y fruta de la pasion respectivamente (Tominaga et al., 1998). También se han

identificado otros precursores como son conjugados de dipéptidos del MH, como el (S)-
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3-hexan-1-ol-cisteinil-glicina (CysGly-MH) y (S)-3-hexan-1-ol-y-glutamil-cisteina
(yGluCys-MH), asi como de la 4MMP, como el (S)-4mercapto-4-metilpentanona-I-
cisteinil-glicina (CysGly-MP) y S-4-mercapto-4-metilpentanona-N-(I-y-glutamil)-I-
cisteina (yGluCys-MP) (Bonnaffoux et al., 2017, 2018; Capone et al., 2011; Cordente
etal., 2015). En la figura 1, se observan las estructuras de estos tioles varietales y sus

mencionados precursores.

R R,
| N
o 3 [ 0 CHy
CH; /\)\/\ Y \/Y\/
He HO CH,y CHy SH
CH,

1 2 3

MP: R=H MH:R=H
CYS-MP: R’=cisteina CYS-MH: R’= cisteina
GLU-MP: R”= glutation GLU-MH: R”= glutation

o o 0._OH 6. oh
HzN\__)J\N/YOH HQN\)LN/\H/OH Cl- X H o - Y g o)
S/: o H o S/: H ) fHSN’\/\[r OH +H3N/\/Y ,J)-LOH
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>I\\/U\ WOH M /\/SI\/\OH
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Fig. 1 Estructura de los tioles varietales y sus precursores mencionados anteriormente.
IR: MP, IR’: CYS-MP, IR’’: GLU-MP, 2R: MP, 2R’: CYS-MH, 2R’’: GLU-MH, 3:
MHA, 4: CysGly-MP, 5: CysGly-MH, 6: yGluCys-MP y 7: yGluCys-MH.

Se ha observado que los precursores de la MP estan presentes en concentraciones menores
en comparacion con los precursores del MH (Concejero et al., 2016), siendo el GLUMH
el precursor méas abundante (Capone et al., 2010). La ubicacion de estas moléculas en la
baya (ya sea en la piel o la pulpa) influye en su extraccion durante la elaboracién del vino,
afectada por procesos como el contacto con la piel y el prensado (Maggu et al., 2007).
Ademaés, con la maduracion aumenta la concentracion de precursores desde el envero
hasta la vendimia (Peyrot des Gachons et al., 2000; Roland et al., 2010).

La generacion de estos tioles varietales, de reconocida importancia en vinos de variedades
como el Sauvignon Blanc (Mateo-Vivaracho et al., 2010), a partir de estos precursores
implica una accion de la levadura a través de transportadores de aminodacidos y glutatién
(GSH) en la membrana plasmatica de las células (Cordente et al., 2015; Subileau et al.,
2008a, 2008Db). Dentro del citoplasma, el GLUMH se descompone en CysGly-MH en la
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vacuola de la levadura por la accion de la enzima ECM38, que también puede catalizar la
formacion de CYSMH a partir del dipéptido precursor yGluCys-MH (Cordente et al.,
2015; Santiago & Gardner, 2015). El GLUMH podria degradarse mediante la eliminacion
del glutation por una y-glutamil transferasa (Grzam et al., 2007) o mediante la eliminacién
del residuo de glicina por una carboxipeptidasa (Wolf et al., 1996) lo que produciria el
CysGly-MH vy el yGluCys-MH, respectivamente. Luego, el CysGly-MH (o yGluCys-
MH) podria ser degradado por una carboxipeptidasa (o y-glutamil transferasa) para
obtener el Cys-MH. Auln es desconocida la carboxipeptidasa responsable de romper el
dipéptido CysGly-MH en CYSMH vy la ruta de degradacion de GLUMP para producir
MP.

Una vez asimilados desde el mosto o formados por la degradacién de sus precursores
glutationicos y dipéptidos, las enzimas de la levadura con actividad B-liasa rompen el
enlace carbono-azufre, liberando asi el mercaptano correspondiente y, por ende, el aroma
(Tominaga et al., 1998). EI mecanismo de liberacién de los mercaptanos polifuncionales
se explord inicialmente para la MP mediante la eliminacion de genes codificantes de las
liasas carbono-azufre de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Howell et al., 2005). En
Saccharomyces cerevisiae, al menos dos genes, IRC7 y STR3, estan involucrados en la
liberacion de mercaptanos polifuncionales de los conjugados de cisteina (Holt etal.,
2011; Roncoroni et al., 2011).

Por otra parte, los mercaptanos polifuncionales se encuentran en el vino en
concentraciones de ng/L, mientras que sus precursores presentes en la uva y el mosto se
encuentran en pg/L, lo que implica una concentracion del compuesto aromatico hasta
1000 veces menor que la de sus precursores. Investigaciones anteriores han indicado que
parte de los precursores esta directamente relacionados con el aroma, pero solo una
pequefia fraccion se libera formando el compuesto durante la fermentacion (Bonnaffoux
et al., 2018; Concejero et al., 2016; Peyrot des Gachons et al., 2000; Roland et al., 2010).

En otra via de formacion elucidada en 2006, el MH puede producirse en la adicion de un
grupo donador del grupo tiol al (E)-2-hexenal durante la fermentacion alcoholica
(Schneider et al., 2006). Se ha sugerido que el H2S podria ser uno de los donantes de
azufre (Harsch et al., 2013). Se ha teorizado que podrian ser también los acidos sulfonicos

en base a su estructura, pero ain no se han identificado (Duhamel et al., 2015).
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2.2 Precursores glicosidicos

Los precursores glicosidicos son moléculas compuestas por una 0 mas unidades de azlcar
enlazadas mediante un enlace glicosidico a una aglicona. Estos fueron inicialmente
identificados en las uvas por (Cordonnier & Bayonove, 1974). Aunque no se ha
esclarecido completamente el papel directo de los glicésidos en las plantas se ha sugerido
que forman parte de la "quimiodiversidad” esencial para su supervivencia (Caputi et al.,
2012). Su distribucion en la uva es bastante variable entre variedades, y depende
principalmente de la estructura de la aglicona, aunque generalmente, los hollejos
contienen mayores contenidos tanto de aromas libres como de las formas conjugadas
(Baumes, 2009). También se han encontrado precursores glicosidicos en hojas de vid (Y.
Z. Gunata etal., 1986; Skouroumounis & Winterhalter, 1994; Wirth etal., 2001),
especialmente altos niveles de glicésidos de norisoprenoides, posiblemente debido a una
mayor presencia de sus precursores, los carotenoides. No obstante, las diferencias en los
patrones de norisoprenoides sugieren variaciones en las vias metabdlicas entre las hojas
y las uvas (Wirth et al., 2001).

En general, los precursores glicosidicos se presentan mayoritariamente en forma de
diglicésidos, también en forma de monoglicésidos (Z. Gunata et al., 1988; Williams et al.,
1982a) y recientemente, se ha informado de hasta tres azcares en la estructura de algunos
glicosidos en las uvas (Godshaw et al., 2019; Hjelmeland et al., 2015). En la figura 2 se

muestran ejemplos de algunos fragmentos de azUcares de precursores glicosidicos.

o o
HO Sk nor(i
o
\“-

Rutinoside
a-L-rhamnopyranosyl-B-D-glucopyranoside

a-L-apiofuranosyl-B-D-glucopyranoside

Fig. 2 Fragmentos de azucares de precursores glicosidicos. Adaptado de Hjelmeland et
al. (Hjelmeland & Ebeler, 2015)
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Respecto a sus estructuras, se creia generalmente que una glucopiranosa (hexosa) era
siempre el azucar primario unido a la aglicona; sin embargo, la reciente identificacion
tentativa de glicdsidos de sesquiterpenos en uvas Moscatel de Alejandria y glicosidos de
uvas Cabernet Sauvignon expuestas al humo, ha demostrado que es posible que otros

azucares estén unidos directamente a la aglicona (Caffrey et al., 2019, 2020).

Los glicésidos son la principal forma en la que se presentan los aromas en las uvas y por
tanto, una fuente potencial de voléatiles aromaticos que contribuyen al perfil aromatico del
vino (Arévalo-Villena et al., 2007; Cabaroglu et al., 2003; Rodriguez-Bencomo, Cabrera-
Valido, et al., 2011; Rodriguez-Bencomo, Mufioz-Gonzélez, et al., 2011), de ahi que su

estudio y caracterizacion resulten vitales para la industria vinicola.

2.3 Determinacion y analisis de precursores glicosidicos

Como se coment0 anteriormente, la estructura de estos precursores esta formada por uno
0 mas azucares unidos mediante un enlace O-glicosidico a una aglicona. Esta aglicona
puede liberarse durante la vinificacion, gracias a la accion de levaduras (Delfini et al.,
2001; Denat, Pérez, Heras, Querol, et al., 2021; Fernandez-Gonzalez & Di Stefano, 2004;
Hernandez-Orte et al., 2008). Este proceso puede ser mediado por glicosidasas exdgenas
0 endogenas (Gunata et al., 1990; Sanchez Palomo et al., 2005) o por hidrdlisis acida
(Lopez et al., 2004; Skouroumounis & Sefton, 2000; Ugliano & Moio, 2008; Williams
et al., 1982Db).

Histéricamente, los métodos de determinacion de precursores del aroma han estado
basados en la determinacién indirecta de los volatiles liberados, debido al gran nimero y
complejidad de las combinaciones de agliconas y azUcares que dificultan su
determinacion como precursores intactos. A esto se afiade su baja concentracion en la uva
y la ausencia de patrones, por lo que no es de extrafiar que la determinacion indirecta
fuera la Unica posibilidad a la que tenian acceso los investigadores. Sin embargo, a raiz
de la mejora de los equipos de cromatografia liquida de ultra alta eficiencia (UHPLC) y
su acoplamiento a analizadores de masas de Ultima generacién, el panorama esta
cambiando en los Gltimos afios y se estan empezando a publicar los primeros trabajos
basados en la determinacién de los precursores glicosidicos intactos. A continuacion, se
proporciona una vision general de los estudios llevados a cabo utilizando ambas

estrategias, tanto la indirecta como la directa, para la determinacion de estos precursores.
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2.3.1 Determinacion indirecta

Con el tiempo, se han desarrollado diferentes métodos para el aislamiento y la evaluacion
cuantitativa del conjunto de precursores de aroma basados principalmente en la hidrolisis
enzimatica y la hidrdlisis acida. Después de obtener la fraccion glicosidica de la muestra
de uva o vino, esta puede ser hidrolizada y las agliconas liberadas pueden ser analizadas

utilizando técnicas de cromatografia de gases (GC).
Hidrolisis enzimatica
Algunos autores, con el objetivo principal de comprender la naturaleza de la aglicona de

los precursores glucosidicos, han preferido la hidrdlisis enzimatica de la fraccion de

precursores (Schneider et al., 2001).

La hidrolisis enzimatica depende en gran medida de la eleccion de la enzima. Los
monosacaridos en la uva pueden ser hidrolizados por endo- o exo-glicosidasas. Las
enzimas endoglicosidasas son capaces de hidrolizar el enlace glicésido-aglicona,
independientemente del nimero de grupos de azUcar, es decir, que tendran actividad tanto
en monosacaridos como en disacaridos, a diferencia de las exo-glucosidasas, que solo son
capaces de romper los enlaces azlcar-azucar, como se muestra en la figura 3. Los
glicésidos disacéridos solo se hidrolizaran completamente para liberar el aroma, de
manera escalonada utilizando dos o méas enzimas, o mediante el uso de una

endoglicosidasa.

Enzima endoglicosidasa Enzima exoglicosidasa

Aglicona--\--Azucar-----AzUcar Aglicona-----AzUcar--{--Azlcar

Fig.3 Accidn de las enzimas endo- y exo-glicosidasas sobre los glicosidos. Adaptada de
(Hjelmeland & Ebeler, 2015)

Shoseyov et al (Shoseyov et al., 1988) aislaron y purificaron una endoglicosidasa de
Aspergillus niger cultivado en un medio que contenia glicésidos de monoterpenos. Si
bien la enzima fue térmicamente estable y tuvo una actividad éptima a pH 3,4, consistente

con las condiciones tipicas de pH de la uvay el vino, la actividad de la enzima disminuyé
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con porcentajes de etanol superiores al 9%. Ademas, la actividad fue inhibida en gran
medida por la glucosa. La inhibicién de las glicosidasas por el etanol y la glucosa es un
problema para muchas preparaciones enzimaticas y muchas ademas, tienen pH éptimos
de trabajo fuera del rango relevante para las uvas y el vino (Aryan et al., 1987; Gunata
etal., 1990).

Ademaés, aunque los estudios han indicado que durante la hidrélisis enzimatica pueden
ocurrir menos reordenamientos de la aglicona liberada (Cordonnier & Bayonove, 1974;
Y. Z. Gunata et al., 1985; Mateo & Jiménez, 2000), aln podrian producirse artefactos a
través de la oxidacion enzimatica (Hampel et al., 2014; Winterhalter & Skouroumounis,
1997). Estos hallazgos sugieren que es probable que la hidrolisis enzimatica no pueda
liberar una gran cantidad de agliconas y posiblemente conduzca a la identificacion de

estructuras de agliconas que son en realidad artefactos.

La limitacion de este enfoque es que no puede proporcionar una evaluacion confiable del
potencial aromatico, ya que muchas moléculas de aroma derivadas de precursores no
estan presentes como agliconas, sino que derivan de la transformacion quimica de la
aglicona. Esto es especialmente evidente en precursores norisoprenoides, como la [-
damascenona o 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN) (Strauss et al., 1986). En la
figura 4, se puede observar el ejemplo del reordenamiento propuesto para la formacion
de la B-damascenona a partir del triol alénico proveniente de la degradacion del
carotenoide neoxantina (Daniel et al., 2008). Es por esta razon que, para evaluar este tipo
de compuestos aromaticos, se prefiere la hidrolisis &cida (Loscos et al., 2009; Slaghenaufi
& Ugliano, 2018; Williams et al., 1989).

o

Fig. 4. Formacion de la f-damascenona a partir del triol alénico. Adaptada de Daniel
et. al (Daniel et al., 2008)
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Hidrolisis acida

La hidrolisis &cida es un proceso mas rapido y econémico que la hidrolisis enzimatica.
En un estudio comparativo entre ambos tipos de hidrolisis (Loscos et al., 2009), la
hidroélisis enzimatica liberd6 mas terpenos en cinco de siete variedades de uvas pero la
hidrolisis acida produjo concentraciones de norisoprenoides 10 veces mayores en todas
ellas. Se sugiere que la hidrolisis &cida en las bayas de uva es la via principal para liberar
monoterpenos de sus glicésidos, ya que las glicosidasas enddgenas son fuertemente
inhibidas por la glucosa (Aryan et al., 1987; Gunata et al., 1990; Williams et al., 1982b).

Williams et al. (Williams etal.,, 1982b) evaluaron la hidrolisis de glicosidos
monoterpénicos tanto con una enzima glicosidasa como su hidrélisis en condiciones de
hidrolisis acida. Se observo que la hidrélisis acida generdé una mayor diversidad de
compuestos en comparacion con la hidrélisis enzimatica. Ademas, la fraccién de
glicésidos extraida de las uvas tratadas con acido mostr6 una mayor semejanza con el

perfil aromatico de la baya de uva que la muestra hidrolizada con enzimas.

Aunque la hidrolisis &cida puede ofrecer una representacion mas fiel del aroma de la uva
y el vino que la enzimatica, esta disparidad dificulta la identificacion del precursor
glicosidico integro. Por ejemplo, a un pH de 3,0, los glicésidos de linalilo, geranilo y
nerilo produjeron predominantemente linalol y a-terpineol como productos (Williams
et al., 1982b).

En resumen, la hidrdlisis acida puede reflejar mejor lo que sucede durante la elaboracion
del vino, aunque es un poco mas reducida la informacion que permite obtener sobre la
estructura del precursor glicosidico. Ambas técnicas de hidrolisis, enzimética y acida,
poseen ventajas y limitaciones, y en Gltima instancia, la eleccion depende de los objetivos

especificos del trabajo del investigador.

Un factor importante a tener en cuenta en la hidrdélisis &cida es la temperatura 'y el tiempo.
Con fines cuantitativos, se ha utilizado a menudo una hidrolisis cidaa 100°C (Ibarz et al.,
2006; Loscos et al., 2009). Sin embargo, en estas condiciones de temperatura, moléculas
de aroma labiles, como el linalol y el geraniol, se degradan rapidamente (Hampel et al.,
2014), y los modelos hidrolizados muestran matices con poca intensidad aromatica. Se
obtienen mejores propiedades aromaticas si la hidrolisis de la fraccion de precursores se

lleva a cabo a temperaturas suaves (Francis et al., 1992), lo que requiere semanas e
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incluso meses. Sin embargo, algunos descriptores de aroma como miel o té desarrollados
durante la hidrdlisis de extractos de precursores purificados sugieren que ocurren

procesos de oxidacién en estas condiciones (Francis et al., 1992; Ldpez et al., 2004).

Parte de esta oxidacion se puede evitar si la hidrolisis se lleva a cabo en completa anoxia
(Oliveira & Ferreira, 2019) y, particularmente, si el extracto de precursores no se purifica
e incluye polifenoles de la uva o del vino (Alegre, Arias-Pérez, et al., 2020). Bajo estas
condiciones, incluso a 75°C y en tan solo 24 horas, se obtienen perfiles sensoriales
congruentes con los matices olfativos del vino no oxidado y relacionados con la variedad
de uva (Alegre, Séenz-Navajas, et al., 2020). Esto sugiere que la hidrdlisis acida en
condiciones de anoxia podria ser una herramienta prometedora para el estudio del

potencial aromatico en las uvas utilizadas para la elaboracién del vino.

En la tabla 1, al final de esta introduccion, a modo de resumen se muestra informacion
relativa a la presencia de aromas en hidrolizados obtenidos mediante hidrélisis
enzimatica, acida fuerte o acida suave (a largo plazo). Como se puede observar, ninguno
de los norisoprenoides se encuentra en los hidrolizados enzimaticos, solo en caso de uvas
congeladas antes del analisis 0 en uvas pasas. En el caso de los terpenos, fenoles volatiles
y derivados de la vainilla, la hidrélisis enzimatica, en general, produjo niveles mucho mas
altos que la hidrolisis acida fuerte. En contraste, la mayoria de los compuestos se
encuentran a niveles razonables en los hidrolizados obtenidos por la hidrdlisis acida a
largo plazo. También se observan grandes diferencias entre compuestos en cuanto al
patron de acumulacion durante el envejecimiento: el linalool y el geraniol alcanzan
niveles maximos inmediatamente despueés de la fermentacion o tras un breve periodo de
envejecimiento, para luego decaer drasticamente. La P-damascenona y la B-ionona
también alcanzan niveles maximos después de un periodo relativamente corto de
envejecimiento, pero sus niveles disminuyen lentamente o se mantienen estables. En
contraste, el TDN y la mayoria de los fenoles volatiles y derivados de la vainilla aumentan
constantemente durante el envejecimiento. Los vinilfenoles (4-vinilfenol y 4-
vinilguaiacol) muestran evoluciones mas complejas con al menos dos maximos,
probablemente debido al nimero de precursores que poseen y su reactividad quimica. Los
datos resumidos en esta tabla también revelan la existencia de variabilidades enormes en
los niveles de la mayoria de los compuestos, en funcion de la variedad, la afiada, la

ubicacion o la madurez.

20



Introduccion

En resumen, estas técnicas indirectas de determinacion de glicosidos, ya sea a través de
la hidrolisis enzimatica o éacida de las fracciones de precursores y la posterior
determinacion de la aglicona por técnicas de Cromatografia de Gases, constituyen una
herramienta muy 0til para el estudio de los precursores del aroma en las uvas,
especialmente la hidrolisis acida. Sin embargo, constituyen una determinacién indirecta
de estas moléculas y su utilidad esta enfocada en una evaluacion del potencial aromatico
global, ya que no tienen en cuenta la existencia de distintos precursores para una misma
aglicona y que estos presentan distintas estabilidades, por lo que tienen también distintos

tiempos de hidrolisis.
2.3.2 Determinacion directa

Los problemas, desde el punto de vista analitico, para la determinacion directa de estos
compuestos son abundantes. Como se ha indicado mas arriba, su diversidad, baja
concentracion y falta de patrones analiticos son dificultades importantes. Por otra parte,
su detectabilidad viene limitada porque la mayoria no suelen tener grupos croméforos en
su estructura que permitan su analisis mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) con deteccion por espectroscopia de luz ultravioleta visible o fluorescencia. Por
tanto, el Unico detector realmente valido para acoplar a la cromatografia liquida de estos
compuestos debe ser un espectrémetro de masas. En el caso de necesitar identificar los
precursores se utilizan los analizadores de alta resolucion como el de tiempo de vuelo
(TOF), preferiblemente acoplados a cuadrupolo (QTOF) para disponer de la posibilidad
de realizar espectrometria de masas en tandem. A pesar de la gran capacidad de estos
analizadores, en muchos casos la alta complejidad de los cromatogramas obtenidos hace
inevitable un fraccionamiento previo de las muestras. En el caso de la cuantificacién de
precursores ya identificados, seria preferible el uso de analizadores triple cuadrupolo por
su mayor sensibilidad y productividad. Estos avances instrumentales han permitido la
medicion directa de glicosidos en estudios recientes, lo que ofrece un conocimiento mas
detallado de como varian sus perfiles durante el desarrollo de cultivos o en procesos de

elaboracion de vino y cerveza.

En latabla 1, en la columna de determinacion directa, se mencionan algunos ejemplos de
glicosidos identificados por algunos autores como potenciales moléculas precursores de

los aromas mencionados.
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Caffrey et al. (Caffrey et al., 2022) realizaron la identificacién de algunos glicésidos,
potenciales precursores aromaticos, en muestras de ldpulos empleando un
fraccionamiento cromatografico en una columna de fenil-hexilo (fase reversa) y
realizaron la determinacion de los glicdsidos aislados por UHPLC-MS con una columna
de carbono poroso grafitizado (PGC), la cual separa los analitos basandose en
mecanismos mixtos, por ejemplo: interacciones dispersivas, tamafo/forma y
polarizabilidad del analito (West et al., 2010). La determinacion de las agliconas fue
realizada empleando la hidrélisis enzimatica. Los autores concluyeron que la
combinacion de las diferentes fases fue clave para la identificacion potencial de
numerosos glicésidos de diferentes familias de aromas, pero que un andlisis mas

exhaustivo con otras técnicas de elucidacion estructural podria ser necesario.

Por otro lado, Okasaka et al. (Okasaka et al., 2008) emplearon también la estrategia de
fraccionamiento combinando gel de silice, Toyopearl HW-40, Sephadex LH-20 y
Amberlite XAD-2 para la identificacion de glicésidos de monoterpenos en extractos de
raices de Paeonia hybrida. La determinacion estructural se realizd por técnicas
espectroscopicas como espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR) y
resonancia magnética nuclear (RMN) 'H y 13C, pudiendo identificar nuevos glicdsidos en

esta planta.

Por su parte, Schievano et al. (Schievano et al., 2013) emplearon también la RMN para
la identificacion estructural de precursores del aroma en mosto de Moscato Giallo
mediante un fraccionamiento previo en la resina Amberlite-XAD y la posterior
determinacion de las fracciones por UHPLC-MS. Los autores comentan que las técnicas
de LC-MS y LC-MS/MS permiten asignaciones estructurales tentativas de los glicésidos,
aunque, la confirmacion de estas asignaciones iniciales solo es posible a través de una
caracterizacion adicional mediante RMN. Sin embargo, dada la cantidad de analito
purificado requerida para obtener sefiales mensurables con esta técnica, su aplicabilidad
a la identificacion de precursores aromaticas queda limitada a aquellos pocos que pueden

ser localizados en concentraciones altas en los extractos de plantas.

Es indudable que las técnicas de determinacion directa de los precursores glicosidicos
ofrecen ventajas significativas en comparacion con los métodos tradicionales de GC-MS,
a pesar de sus limitaciones, principalmente causadas por la falta de estdndares analiticos,

lo que dificulta la identificacion precisa de estas moléculas y por tanto, su cuantificacion
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(Caffrey et al., 2019, 2020; Godshaw et al., 2019; Hjelmeland et al., 2015; Wei et al.,
2021). En especial, la identificacion de agliconas es un reto en el anélisis por UHPLC-
MS debido a la abundancia de isomeros posibles, la diversidad de combinaciones de
azucares y los bajos niveles presentes en las uvas. Esto dificulta enormemente la
confirmacion de sus estructuras. (Caffrey et al., 2020; D’ Ambrosio, 2019; Flamini et al.,
2018; Godshaw et al., 2019; Hjelmeland et al., 2015).

En resumen, tal y como se puede deducir de todo lo expuesto anteriormente, los
precursores del aroma que se encuentran en las uvas tienen una gran repercusion en la
calidad aromatica del vino. Un mejor conocimiento de su naturaleza y comportamiento
durante todas las etapas de produccion del vino es imprescindible para avanzar en la
evaluacion del aroma potencial proveniente de las uvas. Nuestra apuesta en esta tesis es
la identificacion de estos analitos intactos utilizando aproximaciones metabolomicas y
combinarlas con métodos de analisis mas habituales basados en la determinacion de los
volatiles liberados. Durante esta memoria se van a presentar estos métodos de analisis
aplicados a diversos experimentos relacionados con la cinética y evolucion de estas

moléculas.
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Tabla 1. Resumen de la determinacién de aromas de relevancia en el vino de forma indirecta (Ferreira & Lopez, 2019) a través de las

hidrdlisis enzimatica y acida (fuerte o moderada/leve) y directa de precursores glicosidicos, en esta Ultima se hace referencia a los glicésidos

identificados.

Familia

Aroma

Determinacion indirecta de precursores

Hidrdlisis enzimatica

Hidrdlisis acida fuerte

Hidrdlisis acida suave o moderada

Determinacion directa de precursores

B-damascenona

No encontrado, aunque si en
uvas pasas [1, 2] y congeladas
[3]; no encontrado en vinos [4];
0,17-0,5 ppb en uvas
congeladas [5]

26 ppb [6]; detectado por GC-O
[71; 4-28 ppb dependiendo de la
variedad; 2-4,5 ppb dependiendo
de la variedad [5]

Detectado por GC-O [8]; maximo (3,3 ppb)
después de un breve periodo de envejecimiento y
luego decrece [9]; continuo incremento en
muestras fermentadas durante todo el
envejecimiento [10] maximo 7,1-7,3 ppb después
de un eun envejecimiento medio en muestras
control no fermentadas [10]; Se forma pronto y es
estable, presenta un méaximo de 17 ppb [11]; id
con maximo de 7 ppb [12]

No encontrado; si en uvas

maximo (1,9 ppb) después de un breve periodo de

encontrados por hidrolisis acida
fuerte) en uvas congeladas [5]

8-89 ppb dependiendo de la
variedad [5]

ppb [10]; Id, maximo a 61 ppb [11]; 1d[12]

3-hidroxi-5,6-epoxi-p-ionona-3-O-B-D-
glucopiranésido;

4,5-dihidrovomifoliol-9-O-B-D-glucopirandsido;

vomifoliol-9-O-B-D-glucopiranésido [25]

3,4-dihidroxi-7,8-dihidro-B-ionona-3-O-
rutinosido;

5 . congeladas [3]; no en vinos [4]; , envejecimiento estable con el tiempo [9] Se forma | 3,4-dihidroxi-7,8-dihidro-B-ionona-3-O-B-D-
‘3 B-ionona Generalmente si; No [5] . o .
£ <0.11 ppb en uvas congeladas pronto y estable durante un tiempo, maximo 7.7 glucopiranoésido [26]
& 5] ppb [11]
i)
z
3,4-dihidroxi-7,8-dihidro-B-ionol-hexose;
No encontrado: si en uvas 3,4-dihidroxi-7,8-dihidro-B-ionol-hexosa-hexosa;
congeladas [3]; n(; en vinos [4]; 8 ppb [6] GC-O [139] 1-35 ppb
> ’ i 1 i 1 I to lineal 1ti Axi 14 3-hidroxi-7,8-dehidro-B-ionol-hexosa-hexosa
TDN 16 ppb (5-30% de los niveles dependiendo de la variedad [13], ncremento lineal con el tiempo, maximo de 140

[27]

3-Oxo0-a-ionol/3-hidroxi-B-damascenona-
pentosa-hexosa;
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Familia

Aroma

Determinacién indirecta de precursores

Hidrolisis enzimatica

Hidrolisis acida fuerte

Hidrédlisis acida suave o moderada

Determinacién directa de precursores

3-Oxo0-a-ionol/3-hidroxi-B-damascenona-
deoxihexosa-hexosa; vomifoliol-deoxihexosa-
hexosa; vomifoliol-pentosa-hexosa [28]

Terpenos

Linalol

Generalmente presente. No
encontrado en uvas tintas
portuguesas [13]. No
encontrado en Melon B [14] No
encontrado en Shiraz [15]
Encontrado en bajos niveles (
1% del total de terpenos) [15]

3% de los niveles encontrados en
hidrolisis enzimatica [6]; 10-50%
de los niveles encontrados en
hidrolisis enzimatica [5]

Encontrado solo en hidrolisis acida moderada [14];
maximo después de fermentacion, marcado
decrecimiento con el envejecimiento [9]; En

Garnacha, maxima después de un breve
envejecimiento [10]; se forma rapidamente y luego
decrece drasticamente [11,12]

linalol-3-O-[a-L-arabinofuranésil-(1-6)-1-p-D-
glucopiranésido;

linalol-3-O-[a-L-apiofurandsil-(1-6)-1-p-D-
glucopiranésido;

linalol-3-O-[a-L-ramnopiranésil-(1-6)-1-pD-
glucopiranoésido [29]

Geraniol

Se encuentra siempre; valores
por encima del 10% del total de
terpenos en Shiraz, 14% in
Moscatel [15]

No [138]; 3-30% de los niveles
encontrados en hidrolisis
enzimatica [5]

Maximo en la fermentacion, decrecimiento
marcado con el envejecimiento [9,10] se forma
rapidamente y luego decrece drasticamente [11,12]

geraniol-1-O-[a-L-arabinofuranésil-(1-6)-1-B-D-
glucopiranoésido;

geraniol-1-O-[a-L-ramnopiranosil-(1-6)-1-p-D-
glucopiranosido] [29]

(Z)-6xido de rosa

11-29 ppb en Moscatel,
dependiendo del estado de
maduracion [16]

0.04 ppb en Moscatel, 0.01 ppb
en Garnacha. No encontrado en
Verdejo, Tempranillo,
Chardonnay, Cabernet
Sauvignon o Merlot [5]

Fenoles volatiles

Guaiacol

No encontrado [17]; solamente
en Brachetto, no en Aleético,
Malvasia o Moscatel [22]; <2

ppb [18]; hasta 60 ppb en vino

Rojal [4]; 0-41 ppb [23]; 10-76
ppb dependiendo de la afiada
[19]; 15-44 dependiendo de la
afiada [20]; 17 ppb en Syrah
[15]; 0,4-2,3 ppb dependiendo

de la variedad [5]

Detectado por GC-O [139]; <
0.61 ppb, no relacionado con los
niveles en la hidrolisis
enzimatica [5]

Detectado por GC-O [8]; aumento constante en el
tiempo 4,3 ppb [9]; idem, maximo 6,3 ppb [10];
idem, maximo 14 ppb [11]

Guaiacol-hexosa; guaicol-pentosa-hexosa [30,31]
guaiacol-pentosa; guaicol-hexosa-hexosa [31]
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Familia Aroma

Determinacién indirecta de precursores

Hidrolisis enzimatica

Hidrolisis acida fuerte

Hidrédlisis acida suave o moderada

Determinacién directa de precursores

Eugenol

1-8,3 ppb [17,22]; no
encontrado [18]; hasta 33 ppb
en vino Rojal [4]; presente en

menos de la mitad de las
variedades, hasta 16 partes por
mil millones (ppb) [23]; 84-216
ppb dependiendo de la cosecha

[19]; 12-20 en Bobal

dependiendo de la cosecha [20];
nd-9,4 ppb dependiendo de la
variedad [13]; 2,7-18 ppb
dependiendo de la ubicacion
[13]; 10 ppb en Syrah [15]; 0,4-
7 ppb dependiendo de la
variedad [5].

Detectado por GC-O [7]; < 0,36
ppb, no relacionado con los
niveles en la hidrolisis
enzimatica [5]

Aumento constante, maximo 1,25 ppb [11]

Isoeugenol

hasta 14 ppb en vino Rojal [4];
7,6-26 ppb dependiendo de la
afiada [19]; 5-25 ppb
dependiendo de la afiada [20];
0,4-4,8 ppb dependiendo de la
variedad [5].

<0,58 ppb, no relacionado con
los niveles en la hidrolisis
enzimatica [5]

Detectado por GC-O [8]

eugenol/isoeugenol-deoxihexosa [30]

eugenol-/isoeugenol-hexosa; eugenol-
/isoeugenol-pentosa; eugenol-/isoeugenol-
hexosa-hexosa [31]

Siringol

3-60 ppb [22]; nd-13 ppb
dependiendo de la variedad [5]

nd-5,5 ppb dependiendo de la
variedad [5]

Detectado por GC-O [8]; aumento constante con el
tiempo, maximo de 33 ppb [9]; Id, maximo de 142
ppb [11].

siringol-hexosa [30,31]

siringol-pentosa; siringol- pentosa-hexosa;
siringol- pentosa-pentosa [31]
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Familia

Aroma

Determinacién indirecta de precursores

Hidrolisis enzimatica

Hidrolisis acida fuerte

Hidrédlisis acida suave o moderada

Determinacién directa de precursores

4-vinilguaiacol

65-357 ppb [21]; <24 ppb [23];
56-378 ppb dependiendo de la
afiada [19]; 56-64 ppb
dependiendo de la afiada en
Bobal [20]; 2-114 ppb
dependiendo de la variedad
[13]; 2-178 ppb dependiendo de
la ubicacion [13]; 21 ppb en
Syrah [15]; 39-162 ppb
dependiendo de la variedad [5]

el 40% de la enzimatica [6];
detectado por GC-O [7]; 10-38
ppb dependiendo de la variedad,
sin relacion con la enzimatica [5]

un maximo (21 ppb) después de un breve
envejecimiento, luego disminucion y aumento
constante [9]; aumento continuo, maximo de 5,5
ppm [10]; formado pronto y estable, maximo de
1,3 ppm [11]

4-vinilguaiacol-hexosa;
4-vinilguaiacol-pentosa;

4-vinilguaiacol-hexosa-hexosa [31]

4-vinilfenol

28-266 ppb [23]; 5-222 ppb
dependiendo de la variedad
[13]; 19-310 ppb dependiendo
de la ubicacion [13]; 6 ppb en
Syrah [15]; 121-1739 ppb
dependiendo de la variedad [5].

9-21 ppb dependiendo de la
variedad, no relacionado con la
enzimatica [5]

maximo después de un breve envejecimiento (45
ppb), luego disminucion y luego un aumento
constante, maximo de 80 ppb [9]; aumento
continuo, maximo de 4,4 ppm [10]; se forma muy
pronto, luego disminucion constante, maximo a
102 ppb [11].

4-vinilfenol-pentosa-pentosa [31]

Derivados de la vainillina

Vainillina

27-42 ppb [22]; 361 ppb en la
piel de uva di Troia [18]; 31-61
ppb [137]; <37 ppb [23]; 48-68

ppb dependiendo de la afiada

[19]; 60-160 ppb dependiendo

de la afiada en Bobal [20]; 31

ppb en Syrah [15]; 40 ppb en

Moscatel [15]; <4.1 ppb [5]

50% de la enzimatica [6];
Detectado por GC-O [7]; < 1.5

ppb[5]

Detectado por GC-O [8]; Aumento lineal con el
tiempo, maximo 45 ppb [9]; idem, méximo 91 ppb
[10]; Idem, maximo 123 ppb [11]

vainillina-hexosa
vainillina-pentosa
vainillina-hexosa-hexosa

vainillina-pentosa-hexosa [31]

Acetovainillona

Hasta 205 y 260 ppb en los
vinos Rojal y Tortosi [4]; 1-12
ppb dependiendo de la afiada
[19]; 42 ppb en Moscatel, no en

Detectado por GC-O [139]; <2.5
ppb, no relacionado con la
enzimatica [12]

Patron poco claro [144]; 5 ppb en mostos de
Chardonnay [149]

acetovainillona-hexosa

acetovainillona-pentosa [31]
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Determinacién indirecta de precursores
Familia Aroma Determinacién directa de precursores
Hidrélisis enzimatica Hidrélisis acida fuerte Hidrélisis acida suave o moderada
Syrah [15]; 8-34 ppb
dependiendo de la variedad [5].
7 ppb solo en la pulpa de Uva di

=]
S Troia [18]; < 0,8 ppb [5]; S
ks rona [18]; < 0.8 pp [, ].’ 4 Detectado por GCO [8,10]; aumento constante con
= s posible precursor, el acido . . .
o S . . . el tiempo en algunas variedades, maximo de 3,3
© g Cinamato de etilo cinamico, se ha encontrado 12 ppb [6]; < 0.11 ppb [5] L. X
2 3 . ppb [9]; méximo de 3,3 ppb después de un breve
3 £ hasta 7 ppb en fracciones de -
S . . envejecimiento [10]
B vino, niveles que dependen de
A la afiada [4,19, 20].

< _ < dicmi

g Masoia lactona Dete'cta.do. por GC O [11]; dlsmlnuy? con el

B envejecimiento en vinos de Tempranillo [24]

—
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Capitulo 1. Cinética de formacion de aromas a partir de sus
precursores presentes en las uvas

1. Introduccién

Se ha demostrado que los precursores del aroma tienen una gran relevancia debido a su
estrecha relacion con la calidad aromatica del vino (Francis et al., 1992). A lo largo del
tiempo, se han desarrollado diversos métodos para aislar y evaluar cuantitativamente este

conjunto de precursores aromaticos.

Algunos investigadores, con el objetivo principal de comprender la naturaleza de la
fraccion aglicona de los precursores glucosidicos, han empleado la hidrélisis enzimatica
(Schneider et al., 2001). La limitacion de este enfoque es que no puede proporcionar una
evaluacion fiable del potencial aromatico, ya que muchas moléculas de aroma derivadas
de precursores no estan presentes como agliconas, sino que derivan de la transformacion
quimica de esta. Esto es especialmente evidente en precursores de norisoprenoides, como
B-damascenona o TDN. Para evaluar este tipo de compuestos aromaticos, se prefiere la
hidrolisis acida (Loscos et al., 2009; Slaghenaufi & Ugliano, 2018; Williams et al., 1989).
Con fines cuantitativos, se ha utilizado a menudo una hidrolisis rapida a 100°C ((Ibarz
et al., 2006; Loscos et al., 2009). Sin embargo, en estas condiciones, moléculas de aroma
labiles, como el linalool y el geraniol, se degradan rapidamente (Hampel et al., 2014), y

los modelos hidrolizados muestran matices pobres y poco diversos de olor.

Se obtienen mejores propiedades aromaticas si la hidrélisis de la fraccion de precursores
se lleva a cabo a temperaturas suaves, como demostraron Francis et al. (Francis et al.,
1992). Sin embargo, algunos descriptores de aroma desarrollados durante la hidrdlisis de
extractos de precursores purificados, como miel o té (Francis et al., 1992; Lopez et al.,
2004), sugieren que ocurren procesos de oxidacion y degradacion térmica en estas
condiciones. Parte de esta oxidacion se puede evitar si la hidrolisis se lleva a cabo en
completa anoxia (Oliveira & Ferreira, 2019) vy, particularmente, si el extracto no se
purifica e incluye polifenoles de la uva o del vino (Alegre, Saenz-Navajas, et al., 2020).

Bajo estas condiciones, incluso a 75°C, se obtienen perfiles sensoriales fiables y
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congruentes con los matices olfativos del vino no oxidado y relacionados con la variedad

de uva (Alegre, Sdenz-Navajas, et al., 2020).

La mayoria de estos estudios consideran un nimero limitado de puntos de muestreo o no
permiten la comparacién entre diferentes temperaturas. Esto hace que aln persistan
incertidumbres acerca de la cinética de acumulacién del aroma durante el envejecimiento

del vino y sobre los efectos de la temperatura en dicha cinética.

Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo principal estudiar y comparar la cinética de
acumulacién de las moléculas de aroma derivadas de precursores en las uvas a tres

temperaturas diferentes.

2. Materiales y métodos
2.1. Muestras de uvas

Se recolectaron dos muestras de uvas de la variedad Garnacha. La primera, proveniente
de los vifiedos de Bodegas Ramén Bilbao, que se denominara G1 y la otra, denominada
G2, se obtuvo de Bodegas y Vifiedos llurce, ambas bodegas pertenecen a la D.O.Ca.

Rioja, en el norte de Espana.
2.1.1. Preparacion de mistelas

A partir de un kg de cada una de estas muestras se prepararon dos mistelas siguiendo el
procedimiento descrito por Alegre et al. (Alegre, Arias-Pérez, et al., 2020). Para ello, las
uvas se despeduncularon y luego se estrujaron en presencia de 50 mg de metabisulfito de
potasio (Panreac, Espafia) y 190 mL de etanol (Merck, Alemania). La mezcla se pasoé a
una garrafa de Polietileno Tereftalato (PET) de 1,5 L y se desplazo el aire restante que
quedaba en el espacio de cabeza, estrujando la garrafa. Luego se dejé la mezcla en
maceracion a 13°C durante 2 semanas con agitacion diaria. Después de este periodo de
tiempo, se separo el liquido por decantacion y se prensaron los sélidos, recogiendo todo
el liquido en otra garrafa de PET de 1 L que nuevamente se estrujo para desplazar el
oxigeno del espacio de cabeza y se dejo decantar a 5°C durante 7 dias. Después de la

decantacion se realizo el trasiego, donde se separé el liquido del sélido decantando en
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frio. Las mistelas resultantes se embotellaron y almacenaron a 4°C hasta su posterior

utilizacion.
2.1.2 Fracciones fendlicas aromaticas (FFAS)

Para la obtencion de las FFAs se realiz6 una extraccion en Fase solida (SPE) en resina
C18 segun lo descrito también por Alegre et al. (Alegre, Arias-Pérez, et al., 2020) y para
ello, las mistelas primeramente, se centrifugaron a 4500 rpm durante 15 min a 10°C.
Luego se desalcoholizaron en el rotavapor a 24°C y a una presion de 20 mbar hasta
alcanzar contenidos inferiores al 2% (v/v) en etanol. Este volumen fue percolado en un
cartucho de 10 g de Sep Pak C18 (Waters, Irlanda), que previamente se acondicioné con
44 mL de metanol (Merck, Alemania) seguido de 44 mL de agua milli-Q con un 2% de
etanol. Luego, se realizd un lavado con 88 mL de agua milli-Q acida (pH = 3,5) donde
fueron eliminados azUcares, aminoacidos, acidos e iones. El cartucho se secé a vacio y se

eluyd posteriormente con etanol hasta recoger 100 mL de la FFA.
2.2. Hidrdlisis acida en anoxia a tres temperaturas

Después de llevar a cabo el proceso descrito en la Seccién 2.1.2, cada una de las FFAS se
reconstituyé hasta 100 mL con agua que contenia 5 g/L de &cido tartarico para formar un

vino modelo con un 13.3% (v/v) de etanol y pH ajustado a 3.5.

Las FFAs reconstituidas se introdujeron en la camara de anoxia (Jacomex P-Box,
Dagneux, Francia) y se introdujeron en viales de SPME roscados (Merck, Alemania)
dejando el minimo espacio de cabeza, para el andlisis de cada método (minoritarios y
trazas: 2 viales de 20 mL, una réplica x cada muestra) y mercaptanos polifuncionales: 2
viales de 10 mL, una réplica x cada muestra). Los viales cerrados se colocaron dentro de
una bolsa pléastico termosellada (Coimbra Pack, S.L, Zaragoza, Espafia), certificadas con
permeabilidad al oxigeno [valor medio de 9 cm3/(m?-dia)]. Luego, esta primera bolsa se
colocd dentro de otra del mismo tipo y entre ellas se afiadié carbdn activado con un
eliminador de oxigeno (AnaeroGenTM de ThermoScientific, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos) como describe Vela et al. (Vela et al., 2017).

Para la evaluacion de la cinética de liberacion de compuestos aromaticos, se hidrolizaron

las dos muestras de Garnacha (G1y G2) a tres temperaturas diferentes: a 35°C (durante
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1,5, 3,5, 6 y 9 meses), a 50°C (durante 3,5, 7, 14, 35, 49, 70 y 98 dias) y a 75°C (durante
1,2, 6,24, 48y 96 horas) y a tiempo inicial (to).

2.3. Cuantificacion del aroma liberado por hidrolisis acida

Los compuestos aromaticos liberados por la hidrolisis &cida en cada temperatura 'y tiempo
se analizaron mediante dos metodos analiticos. Un método para la evaluacion de
compuestos aromaticos minoritarios y trazas en el vino y otro para los mercaptanos
polifuncionales. A continuacion, se detalla informacion de cada uno de estos metodos de

analisis empleados.

2.3.1. Analisis de compuestos volatiles minoritarios y trazas mediante GC-MS

El método para la extraccion de compuestos volatiles minoritarios y trazas liberados por
la hidrdlisis &cida se llevo a cabo segun lo descrito por Lopez et al. (LOpez et al., 2002).
Para este fin, en un matraz aforado de 15 mL se colocé la muestra de la FFA hidrolizada
con 100 pL de una disolucion de estandares internos (2-octanol, 3-octanona y 3,4-
dimetilfenol). En un cartucho de 1mL con 70 mg de resina Isolute ENV+ (Biotage, Symta,
Espafa) previamente acondicionado con 2 mL de diclorometano, seguido de 2 mL de
metanol y 2 mL de una disolucién hidroalcoholica al 13%, se cargd la muestra. Una vez
pasada la muestra se lavo con una disolucion acuosa con metanol (30 %, v/v) que contenia
un 1 % (p/v) de bicarbonato de sodio, el cartucho se secé a vacio y los analitos retenidos
fueron finalmente eluidos con 800 L de diclorometano que contenia un 5 % (v/v) de
metanol. Posteriormente, 2 uLL del extracto obtenido se inyectaron en un cromatografo de
gases QP2010 equipado con un detector de espectrometro de masas de simple cuadrupolo
(Shimadzu, Japdn). La columna fue una DB-WAXetr de (Agilent, EE. UU.), de 30 m de
longitud, 0,25 mm de didmetro y con un espesor de fase de 0,5 um, precedida por una
precolumna no recubierta de 3m x 0.25 mm. ElI método cromatogréafico empleado fue el
propuesto por Oliveira et al. (Oliveira & Ferreira, 2019). El gas portador fue helio a 1,26
mL/min. El horno cromatogréfico se inicié a 40°C durante 5 minutos, la temperatura se
aumentd a una velocidad de 1°C/min hasta 65°C y luego se elevo a 220°C a 2°C/min y
se mantuvo durante 50 minutos. Se utilizd un inyector SPL (split/splitless) a una
temperatura de 250°C. La inyeccion se realiz6 en modo splitless, se inyectaron 2 uL de
muestra utilizando un pulso de presion para asegurar un flujo de columna de 4,50 mL/min

durante 1,5 minutos, momento en el cual se abrio la valvula de splitless. La temperatura
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de la fuente de iones se mantuvo a 220°C y la interfase a 230°C. La adquisicion se hizo
en modo Selected lon Monitoring (SIM). El listado completo de m/z seleccionadas para

la identificacion de cada compuesto se muestra la tabla Al del Anexo I.
2.3.2. Andlisis de mercaptanos polifuncionales mediante UHPLC-QqQ-MS

El método utilizado para la determinacion de mercaptanos polifuncionales fue el
propuesto por Vichi et al. (Vichi et al., 2015) con algunas modificaciones que fueron
llevadas a cabo y optimizadas por el Dr. Alexis Marsol y el Dr. Ignacio Ontafion Alonso,
ambos del LAAE.

El método consistio en la extraccion y derivatizacion de los mercaptanos polifuncionales
mediante un reactivo que contenia selenio, el 2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona
(Ebselen, TCI, pureza > 98%) en condiciones andxicas. EI mecanismo de reaccion
ebselen-tiol consiste en la ruptura del enlace Se-N del Ebselen por el grupo SH del tiol y
la formacidn del correspondiente enlace selenil sulfuro Se-S. Después de la adicion de
los estandares internos deuterados (ds-3-mercaptohexanol, dio-4-mercapto-4-
metilpentan-2-ona y ds-acetato de 3-mercaptohexilo), se introdujeron 10 mL de muestra
en la camara andxica, se afiadio el Ebselen (0,1 mM en DCM) y se agit6 vigorosamente
durante 1 minuto. Fuera de la cdmara, las muestras se centrifugaron a 4500 rpm durante
15 min y se recuper6 1 mL de la fase organica, que se llevo a sequedad bajo un flujo de
nitrogeno. Se resuspendié en 100 pL de metanol (grado LC-MS) vy se filtrd a través de

filtros de jeringa de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,22 pum.

Se analizaron 7 pL del extracto mediante LC-QQQ-MS con una columna Intensity Solo
C18-2 (Bruker Daltonics) de 100 mm de longitud, 2,1 mm de didmetro y 2 pm de espesor
de fase que se mantuvo a 40°C. El solvente A fue agua y el B metanol, ambos con formiato
de amonio (10 mM). El flujo se establecio en 0,5 mL/min, el analisis duré 17 minutos y
el gradiente de B fue: 0 min, 60%; 2 min, 60%; 10 min, 78 %; 10,1 min, 100 %; 15,1 min,
100 %; 15,2 min, 60%; 17 min, 60%. Los parametros de la fuente fueron los siguientes:
Voltaje de pulverizacion positiva: 4500,0 V; Amp positivo de pulverizacion: 100,0 pA;
Presion de cono: 25,0 PSI; Presion de sonda: 25,0 PSI; Presion de nebulizador: 60,0 PSI;
Voltaje de pulverizacion negativa: 4000,0 V; Amp negativo de pulverizacién: 100,0 pA;
Temperatura de cono: 250,0°C; Temperatura de sonda: 450,0°C; Escape activado:

verdadero. Se seleccionaron dos transiciones para cada analito en el monitoreo de
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reaccion multiple (MRM) en modo positivo como se muestra en la tabla A2 del Anexo .
En todos los casos, el area de los picos de los analitos se normaliz6 por el area del ISy se
convirtié en un valor de concentracion mediante un factor de respuesta que se obtuvo
mediante el analisis de una mezcla de muestras con una cantidad conocida de analitos

afadidos.

2.4. Algunas consideraciones tedricas. Modelos cinéticos de primer orden para

interpretar graficos experimentales de concentracion vs. tiempo
2.4.1. Moléculas de aroma estables

Si la molécula de aroma es estable y no hay procesos de degradacion, la evolucion con el
tiempo de la concentracion de la molécula de aroma formada por la hidrolisis de un

precursor seguird funciones matematicas del tipo:
t _ —kpt
Ct=Co-(1—eknt)

donde C; es la concentracion de la molécula de aroma en el tiempo t; C; es la

concentracion del precursor del aroma al principio (tiempo 0), kx es la constante cinética
de la hidrolisis del precursor y t es el tiempo. Estos tipos de graficos se pueden observar

en la Fig. 1.1. Estos gréficos tienen la propiedad de que la representacion del logaritmo
t
natural de (1 — Ca/co> vs. tiempo es una linea recta cuya pendiente es -kn. En los casos
a

en los que existen varios precursores con diferencias en la concentracion y en las
constantes cinéticas de hidrolisis, estas representaciones pueden dejar de ser lineales,

especialmente si las diferencias entre las constantes de hidrdlisis son grandes.
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Expected Concentration-time plots for stable aroma molecules
derived from precursors
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Fig.1.1. Gréficos que representan la evolucion con el tiempo de moléculas de aroma
estables producidas a partir de la hidrolisis de un precursor. Las hidrolisis en todos los
casos siguen una cinética de primer orden y la concentracién inicial del precursor fue de
1 unidad. Diferentes graficos representan diferentes constantes cinéticas, entre kn=1 (t12
=0.69) y kn=0.01 (t1/2=69.3).

2.4.2. Moléculas de aroma inestables

Si la molécula de aroma es inestable y reacciona con agua u otro componente del vino,
entonces la evolucién con el tiempo sera la combinacion del proceso de hidrolisis del
precursor y el de la degradacion de la molécula de aroma. Aqui, como primera
aproximacion, también asumiremos que los procesos de degradacion del aroma siguen
cinéticas de primer orden: en el caso de hidrélisis espontanea o reordenamiento molecular
de la molécula, o cinéticas de pseudo-primer orden: en el caso de reaccion con otros

componentes del vino.

En el caso de las cinéticas de pseudo-primer orden, las constantes de hidrolisis diferiran

entre vinos. La degradacion seguird la ley:

Ct=CQ-ekat

donde C! es la concentracion de la molécula de aroma en el tiempo t, C2 es la

concentracion inicial de la molécula de aroma, y kq es la constante cinética del proceso
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de degradacién. La combinacion de los procesos de hidrolisis y degradacion permite
estimar los graficos que representan las cantidades acumuladas de molécula de aroma vs.
tiempo. Para ello, la cantidad de molécula de aroma producida por la hidrolisis del

precursor en el tiempo t es:
Mientras que la cantidad de molécula de aroma degradada en ese punto temporal es:

Luego, mediante un andlisis diferencial o utilizando una hoja de célculo, es posible
generar diferentes tipos de graficos considerando las magnitudes relativas de las
constantes cinéticas de hidrolisis y degradacion. Algunas de estas representaciones se

muestran en la Fig. 1.2.

Enlafigura 1.3, se muestra un breve tutorial que explica como se obtuvieron las funciones

combinadas utilizando una hoja de calculo de Excel.
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kh=5 kd=0.2 kh=5 kd=1 kh=5 kd=5

i

Time (arbitrary units Time (arbitrary units} Time (arbitrary units)

kh=1 kd=5

kh=1kd=0.2 kh=1 kd=1
// |

kh=0.2 kd=5
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Fig. 1.2. Gréficos que muestran la evolucion esperada de un compuesto de aroma
inestable producido por la hidrdlisis de un precursor inicialmente presente a una unidad
de concentracion. El precursor se hidroliza siguiendo una cinética de primer orden,
siendo kn la constante cinética. EI aroma se degrada también siguiendo una cinética de
primer orden, siendo kq la constante cinética. Los diferentes graficos muestran una gama

de casos seleccionados con ambas constantes tomando valores entre 0,2 y 5.
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1
2

The plot represents Data in column E
(Y axis) vs data in column A (X axis)
6

Input data ;7

9
10
11

kh=1 kd=2
03
0,25
02

0,15

0,1

0,05

Aroma Concentration (Cmax=1)

Time is represented by adding 12 Coprecursor 1
dif t (0.01 in th t 13 Coaroma 0 0 . . , X \
if t (0.01 in the present case) 14. Khidrolysis 1 _ :
. . . Time (arbitrary units)
in each consecutive cell in the 15 kdegradacion 2
column A (until 5.2 in row 538) *6\dift 0,01
\ precursor aroma accumulated
=B18+B$16 [ \ hydrolysis degradation remaining aroma =D18-B18
— 17t rate rate precursor molecule
18— 0 0,01 0 1] 0
19 0,009 0,0002 0,99 0,01
20 0,02 0,009801  0,000394 0,9801 0,0197
_
2 0,03 000970299 0,00058214  0,970299 0,029107 \ =B13
2 0,04 0,00960596 0,00076456 096059601  0,03822785
23~ 005 00095099 0,00094139 0,95099005 0,047069253
2 0,06 0,0094148 0,00111276 0,94148015 0,055637769 -E18+B18-C18
" " s 0,07 0,00932065 0,0012788 0,93206535 0,063939815
=E18*B$15*BS16 26 0,08 0,00922745 0,00143963 092274469 0,071981672
. 27 0,09 0,00913517 0,00159539 0,91351725 0,079769485
Thi rr n 2| : : :
. sco esp? ds to 28 0,1 0,00904382 0,00174619 0,90438208 0,087309268
a(deg) = a” d° 29 0,11 0,00895338 0,00189214 0,89533825 0,094606904

Fig. 1.3. Tutorial para la generacion de funciones combinadas de reacciones de

hidrolisis y degradacion con una hoja de calculo de Excel.

3. Resultados

3.1. Evolucién de compuestos de aroma a tres temperaturas diferentes

Extractos de dos muestras diferentes de uvas Garnacha (G1 y G2) se hidrolizaron en
completa anoxia a tres temperaturas distintas: 35, 50 y 75°C. Las muestras a 35 °C se

tomaron durante 9 meses, a 50°C durante 98 dias (3,2 meses) y a 75°C durante 96 horas.

Para facilitar la interpretacion y evaluar la relacion entre las velocidades de reaccion a
diferentes temperaturas, las representaciones a 35 y 50°C de algunos compuestos
seleccionados que mostraban méximos o mesetas claramente identificables a las tres
temperaturas se reescalaron de manera que, en promedio, las representaciones fueran
superponibles a las obtenidas a 75°C. Los datos de concentraciones con los que se
elaboraron aparecen en las tablas 1.1 y 1.2. Los compuestos utilizados para hacer estos

ajustes fueron linalool, geraniol, Riesling acetal, a-terpineol y B-damascenona, y la mejor
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solucion de compromiso se obtuvo cuando 21,7 dias a 50°C y 5,0 meses a 35°C equivalian
a 50 horas a 75°C. Todas las representaciones mostradas en las figuras 1.4-1.8 se
presentan utilizando esta escala de tiempo. Estos factores de escala proporcionan una
primera aproximacion de las relaciones entre las velocidades de reaccion a las tres

temperaturas.

En base a estos valores, se puede estimar aproximadamente que las velocidades de
reaccion aumentan en factores de 6,9 y 72 cuando la temperatura aumenta de 35 a 50 o
75°C, respectivamente. Si se representan los logaritmos naturales de estos factores vs.
1/T, donde T es la temperatura absoluta correspondiente, la linea de regresion del grafico
de Arrhenius obtenido tiene un coeficiente de determinacion R? = 0,997, significativo a
P < 0,05, lo que permite establecer que, aproximadamente y en general, los procesos
quimicos relacionados con la acumulaciéon de las moléculas de aroma seleccionadas a
partir de la hidrolisis de precursores especificos son, a 75 °C, ligeramente mas de 460
veces mas rapidos que a 20°C, y a 50°C, aproximadamente 37 veces mas rapidos y a

35°C, 6,5 veces mas rapidos que a 20°C.
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Tabla 1.1 Concentraciones promedio y desviaciones estandar (n=2) de los compuestos de aroma (expresados en pg/L) evaluados en el estudio cinético para la FFA
G1, a tres temperaturas diferentes (35, 50 y 75°C).

35°C 50°C 75°C
Compuestos
t0 1.5m 3.5m 6m 9m 3.5d 7d 14d 35d 49d 70d 98d 1h 2h 6h 12h 24h 48h 96h
3-
00887+ | 0150+ | 0174+ | 0288+ | 0212% 363+ 382+ 425+ 559 + 730+ 9.34+ 321+ 329+ 570+ 593+ 6.00 +
merca‘;tl‘)hexa” 0.0027 0.004 0.005 0.007 0.007 0.04 0.07 0.19 0.16 0.36 0.26 1082041 04 0.04 0.01 0.06 0.07 10.2£04 1 17.4£08
nonalactona | 0479 0699+ | 0765+ | 0839+ | 0880+ | 0697+ | 0827+ | 0856+ | 0894+ | 0903+ | 0905+ | 0875+ | 0517+ | 0537+ | 0602+ | 0657+ | 0782+ | 0832+ | 0886+
Y 0.010 0.009 0.008 0.01 0.009 0.012 0.008 0.009 0.012 0.01 0.014 0.010 0.006 0.009 0.012 0.011 0.008 0.017 0.01
masoia lactona | 164+003 | 246% 253 282+ 327+ 297+ 2.85+ 2.84 % 310+ 318+ 362 3.94% 181+ 184+ 2.03% 1.99 + 192+ 230+ 2.95+
0420 0.08 0.03 0.07 0.07 0.05 0.06 0.03 0.11 0.02 0.06 0.17 0.12 0.01 0.13 0.08 0.02 0.11 0.02
B- 0.597 + 244 % 255+ 265+ 295+ 2.06 = 224+ 250 £ 321+ 344+ 384 391+ | 0453+ | 0597z 128+ 210+ 275+ 345+ 478+
damascenona 0.022 0.08 0.04 0.15 0.04 0.01 0.08 0.05 0.09 0.11 0.05 0.11 0.005 0.022 0.02 0.10 0.01 0.13 0.03
Riesling acetal | ©-0696 £ 444+ 532+ 715+ 7.66 £ 234 382« 5.99 + 7.86 = 7.25+ 578+ 373+ | 0109+ | 0132z 0.68 = 236+ 492+ 6.96 = 6.53 %
9 0.0004 0.08 0.24 031 0.16 0.05 0.01 0,04 0.25 0.08 0.07 0.08 0.005 0.005 0.02 0.08 0.04 0.30 0.02
0.0937 £ 261+ 358+ 7.65 % 130+ 247+ 553+ 01901+ | 0235+ | 0545¢ 216+ 8.70 %
TDN 00191 008 o1 oo | 127202 T 016 o7 | 192209 | 279201 [ 426+29 | 515207 [ 5 0006 Yo 010 o34 | 213%10 | 490204
- 0.0937 + 4.48 £ 8.45 = 0149+ | 0187¢ 139+ 6.91+
vitispiranos o004 | 1L7%02 | 155203 | 278207 | 382208 | T 007 | 17040436311 [ 427202 | 449219 | 480228 | "o 002 004 o2 | 232%03 | 375211 [ s89+04
) 0.454 + 3.60 £ 422+ 425+ 3.96+ 761+ 100+ 6.78 = 114+ 142+ 337+ 813+
a-terpineol o018 013 16 o010 010 005 105+01 | 138201 | 152201 | 135201 [ "0 00 oo 003 006 o | 164%02 | 193205 [ 189+04
raniol 0.718 + 201+ 149+ | 0708+ | 0237% 2.63% 2.40 £ 164+ | 0573+ | 0320+ | 0219+ | 0159+ 115+ 116+ 1.96+ 282+ 227+ 135+ | 0420z
g 0.039 0.05 0.04 0.019 0.011 0.03 0.02 0.06 0.012 0.011 0.002 0.004 0.04 0.08 0.03 0.02 0.02 0.06 0.007
linatool 0.911 + 6.37 £ 5.03 £ 250 = 138+ 8.36 % 7.38 % 479+ 160+ | 0997+ | 0588+ | 0.421+ 159 + 162+ 578+ 801t [ o, | 329% 140 £
0.043 0.15 0.24 0.09 0.04 0.02 0.03 0.04 0.01 0.009 0.016 0.06 0.01 0.01 0.18 0.03 43£0. 001 0.05
oxidode [ oon1Lo0r | L7 241+ 3.90 % 5.40 £ 106% |, er 01| 265% 511+ 6.45 = 8.43 % 998+ | 0256+ | 0.254% | 0.607= 154+ 312+ 561+ .87+
linalool 221 £0. 0.01 0.01 0.15 0.04 0.01 or=0. 0.02 0.08 0.01 011 0.22 0.005 0.003 0.038 0.01 0.09 0.24 0.15
acetovainillona | 13.4+02 | 148+03 | 150406 | 16.2£04 | 167+03 | 162+01 | 165+03 | 163203 | 179405 | 183+02 | 101401 | 19.9+06 | 13701 | 145+01 | 136405 | 142+03 | 15703 | 159201 | 17.8+02
vainillina 341405 | 301404 | 416401 | 41.0+08 | 54.0+04 | 48530 | 51.2+13 | 509+12 | 53.2+07 | 544+01 | 539202 | 561209 | 326412 | 38.7+08 | 37.7+04 | 441210 | 468203 | 477+17 | 53.8+33
o 0.995 + 125+ 131+ 1.08 % 101+ 6.89 * 722+ 6.61 % 270+ 247 % 6.62 %
4-vinilguaiacol [ "0 o o 004 005 016 002 o5 | 102%02 | 111201 | 209201 | 634233 | I 003 o7 | 103%08 | 315203 [ 456+11 | 17643
4-vinilfenol | 1.80%0.19 260271t 2(‘)3171i 16957t zdlflt 147401 | 149405 | 1514009 | 26.1+36 | 322+13 | 649202 | 176+5 | 102+14 | 10204 | 306201 | 30.0210 | 932+18 | 113x2 | 3132
) 0.820 + 364+ 422+ 5.68 + 7.62% 226+ 2.95+ 834+ 9.03% 0.865 + 1.09 + 124+ 189+ 341+ 5.60 +
guaiacol 0.092 0.08 0.01 0.02 0.25 0.05 007 | 41E0LL oig 0.01 117201 1 148202 | 74 g3y 0.03 0.03 0.02 0.04 0.15 10404
metoxieugenol | 11.4+04 | 43806 | 536+28 | 720+16 | 922411 | 432+06 | 53.0+00 | 69.1207 | 11242 | 137+1 | 175+1 | 2172 | 261+15| 264202 | 288206 | 421+12 | 686+01 | 97604 | 165:5
svrinol 0.268 = 0629+ | 0688+ | 0820z 103+ | 0463+ | 0547+ | 0718z 145+ 157+ 2.06 % 257+ | 0276+ | 0299+ | 0416+ | 0407+ | 0731 176+ 1.94+
yring 0.011 0.017 0.039 0.003 0.01 0.008 0.009 0.015 0.03 0.02 0.01 0.01 0.036 0.034 0.021 0.001 0.031 0.06 0.06
eugenol 0.108 = 0131+ | 0139+ | 0146+ | 0154+ | 0131+ | 0139+ | 0149+ | 0150+ | 0153+ | 0152+ | 0155+ | 0112+ | 0128+ | 0142+ | 0146+ | 0145+ | 0153+ | 0.156+
9 0.004 0.003 0.005 0.003 0.004 0.003 0.003 0.004 0.005 0.004 0.005 0.004 0.004 0.003 0.005 0.005 0.006 0.005 0.005
cinamato de 0.102 = 0191+ | 0204+ | 0238+ | 0277+ | 0191+ | 0212+ | 0236+ | 0279+ | 0322+ | 0352+ | 0400+ | 0145+ | 0148+ | 0153+ | 0.178% | 0.182+ 021+ | 0275+
etilo 0.008 0.011 0.011 0.013 0.009 0.001 0.005 0.001 0.013 0.032 0.007 0.030 0.013 0.005 0.008 0.003 0.003 0.01 0.022

54




Capitulo 1

Tabla 1.2 Concentraciones promedio y desviaciones estandar (n=2) de los compuestos de aroma (expresados en pg/L) evaluados en el estudio cinético para la FFA G2,

a tres temperaturas diferentes (35, 50 y 75°C).

35°C 50°C 75°C
Comp
t0 1.5m 3.5m 6m 9m 3.5d 7d 14d 35d 49d 70d 98d 1h 2h 6h 12h 24h 48h 96h
3'1 . 0.0302 + 0.0274 + 0.0291 + 0.0279 + 0.0133 = 2.16 + 237+ 272+ 330+ 3.53+ 487+ 477+ 1.81+ 177+ 1.91+ 213+ 2324+ 2,97+ 491+
ereap e 0.0009 0.0008 0.0009 0.0009 0.0004 0.02 0.01 0.01 0.06 0.10 0.01 0.03 0.17 0.05 0.24 0.30 0.14 0.03 0.17
v- 0.700 = 0814+ 0.866 + 0.881 = 1.01 + 0828+ | 0963+ | 0944+ | 0960+ | 0993+ 1.03 + 1.04 £ 0722+ | 0.728% | 0761+ | 0.796+ | 0923+ | 0902+ 1.03 £
nonalactona 0.011 0.009 0.008 0.009 0.01 0.018 0.018 0.020 0.019 0.019 0.02 0.02 0.014 0.012 0.014 0.019 0.016 0.018 0.02
masoia 1.58 + 2.03 + 217+ 218+ 2.50 £ 256 + 242+ 2.60 £ 262+ 279+ 3.04 + 344+ 173+ 1.76 + 1.56 + 1.76 + 1.89+ 2.0+ 241+
lactona 0.03 0.06 0.10 0.09 0.07 0.06 0.03 0.04 0.09 0.05 0.15 0.01 0.01 0.13 0.13 0.04 0.02 0.10 0.02
dam B- oy | 0726 5.10 + 520+ 4.65 + 4.63 + 385+ 419+ 4.63 + 515+ 5.68 + 593+ 623+ 1.01 + 2.68+ 2.68+ 385+ 533+ 5.65+ 7.59 +
@ a:fe © 0.003 0.29 0.27 0.36 0.24 0.09 0.02 0.07 0.06 0.01 0.21 0.15 0.12 0.01 0.13 0.04 0.18 0.23 0.14
Riesling 0.155 + 744 £ 3.1+ 221+ 268 + 245+ 19.6 + 118+ 0247= | 0401+ 225+ 6.38 + 184+ 231+ 218+
acctal 0.004 127203 | 167£08 | 241£11 | 250£09 0.34 02 1.4 1.0 02 0.5 0.1 0.010 0.022 0.01 0.04 0.1 0.4 0.5
0.264 + .04 = 421+ 103 + 298+ 752+ 0428+ | 0443+ 117 + 5.00 + 2.6+ 8.8 +
TON 0.018 0.13 11.8£03 | 30.1£03 | 513208 | 4, 0.5 13 24 14554 | 198+5 | 29616 | 7 534 0.041 0.02 0.10 1.8 0.2 233%3
o 0232+ M2+ 244+ 541+ 89.8 = 0383+ | 0514+ 335+ 22+ 65.7 + 938+
vitispiranos 0.004 22.9+0.6 31.7+0.7 64.3+1.8 86.3+3.4 04 16 14 32 117+ 6 128 +9 129 +2 0.038 0.048 0.04 0.4 s 21 142+ 1
rermincol 0.301 + 388+ 434+ 4,67+ 398 + 8.44 + 123+ 159+ 16.0 = 34+ 9.87 + 6.25 + 139+ 1.69 + 405+ 771+ 16.6 + 19.0 + 18.1+
(-ierpineo 0.038 0.24 0.30 0.20 0.08 0.01 0.2 0.2 0.2 0.1 0.24 0.03 0.07 0.04 0.33 0.24 0.1 0.04 0.1
o 0.448 = 2.46 = 175+ 0.634 = 0.206 = 348+ 2.96 = 177+ 0757+ | 0427+ | 0298+ | 0244+ 124+ 138+ 2.56 + 357+ 267+ 147+ 0.605 +
geranio 0.104 0.03 0.03 0.010 0.003 0.12 0.04 0.01 0.024 0.009 0.009 0.003 0.01 0.01 0.03 0.13 0.1 0.01 0.010
inaloal 0.965 + 3.10 = 574+ 261+ 123+ 10,9 + 8.60 + 512+ 221+ 120+ 0764+ | 0618+ 213+ 243+ TAL+ 9.67+ 595+ 343+ 1.55+
fnatoo 0.045 0.05 0.17 0.21 0.03 0.2 0.20 0.03 0.01 0.13 0.052 0.068 0.02 0.01 0.29 0.10 0.08 0.02 0.01
oxido de 0.246 + 1.91 + 243+ 417+ 5.69 + 1.04 + 172+ 2.99 + 481+ 6725 | ¢ai0s | 103% 0247+ | 0309+ | 0.616+ 138+ 397+ 6.10 + 9.84 +
linalool 0.020 0.06 0.02 0.21 0.24 0.01 0.01 0.08 0.21 0.10 =D 0.1 0.007 0.033 0.032 0.04 0.05 0.10 0.01
acetovainillo 151+ 153+ 150 £ 168 £ 168 + 179 + 202+ 128+ 132+ 138+ 13.6+ 151+ 153+ 171+
na 128209 | 153£02 | 162208 | 149£07 | 157£05 0.1 0.6 0.4 0.2 0.1 0.1 0.1 0.5 0.2 0.5 L1 0.2 0.9 0.3
o D4+ 31+ B2+ 46.6 + 459+ 510+ 621+ 298+ 325+ 37.0+ 404+ 418+ 05+ 473+
vainillina 29.1+0.2 41.6+1.4 42.0+0.8 41.7+0.6 43.0+0.7 0.9 03 07 05 02 05 21 05 11 16 15 05 17 13
4 112+ 159+ 202+ 134+ 156+ 9.88 + 831+ 779 £ 9.24 = 132+ 239+ 343+ 336+ 455+ 992+ 162+ 70.6 + 87.7 + 21923
vinilguaiacol 0.09 0.17 0.12 0.10 0.13 1.37 0.30 1.02 1.07 0.8 0.5 0.4 0.06 0.27 0.38 0.9 1.6 2.6
- 2.06 + 332+ 419+ 287+ 340+ 194+ 205+ 316+ 56.8 = 147+ 22+ 564+ 84.4+
4-vinilfenol 0.11 0.20 0.31 0.16 0.16 3.6 1971 0.3 3.2 3.2 H+2 | 1528 0.1 0.7 0.1 4.1 2384 | 26326 | S44E7T
iacol 0.455 + 328+ 435+ 593+ 3.04 + 191+ 2.60 361+ 549+ 7.62 + 9.86 + 133+ 0765+ | 0799+ | 0.969+ 154+ 348+ 523+ 923 +
g 0.021 0.02 0.11 0.21 0.03 0.01 0.07 0.02 0.06 0.03 0.01 0.1 0.012 0.012 0.036 0.04 0.05 0.01 0.10
metoxicugen | 0.216 = 0.577 = 0.651 + 0.906 + 118+ 0424+ | 0542+ | 0.726+ 116+ 1.69 £ 224+ 294+ 0237+ | 0274% | 0342% | 0363+ | 0767+ | | 7| 202+
ol 0.010 0.008 0.016 0.005 0.02 0.014 0.021 0.007 0.01 0.03 0.02 0.02 0.017 0.003 0.01 0.019 0.030 S 0.08
) 429+ 342+ 436+ 585+ 83.1 = 219+ 203+ 237+ 333+ 60.8 + 86.8 +
syringol 005 401409 | 51.0£06 | 79.8+03 107+ 1 ol o o o 1241 141+3 187 +2 03 o o5 o3 s o8 140+ 1
cuzenal 0.113+ 0.163 + 0.171 + 0.173 + 0.183 + 0.153+ | 0165+ | 0.176+ | 0.185+ | 0.185+ | 0.182+ | 0.181+ | 0129+ | 0.148%= | 0.169+ | 0.176+ | 0.173+ | 0.183+ | 0.185+
|8 0.003 0.005 0.006 0.005 0.006 0.004 0.007 0.005 0.004 0.004 0.006 0.005 0.004 0.006 0.008 0.004 0.007 0.005 0.008
cinamatode | 0.086 = 0.149 + 0.172 + 0212+ 0.253 + 0158+ | 0.164= | 0215+ | 0236+ | 0311+ | 0308+ 039+ 0.182+ | 0.192+ | 0.168+ | 0.169+ | 0.198+ | 0224+ | 0292+
ctilo 0.006 0.006 0.016 0.012 0.011 0.003 0.014 0.030 0.011 0.047 0.019 0.02 0.001 0.015 0.001 0.002 0.015 0.010 0.008
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Como es evidente al comparar las representaciones a las tres temperaturas, los tiempos
de muestreo no son equivalentes. Aquellos a 50°C fueron, relativamente, los mas largos,
por lo que esta temperatura se ha utilizado preferentemente para establecer el patron de

evolucion de los diferentes compuestos.

Para interpretar los diferentes graficos Concentracion vs. tiempo presentados en las
figuras 1.4-1.8, hay algunos aspectos basicos a considerar. En primer lugar, las moléculas
de aroma se forman a partir de diferentes precursores de aroma especificos a través de
una serie de procesos espontaneos a pH del vino. Algunas de las moléculas de aroma son
inestables o bastante reactivas, por lo que al monitorear la evolucion con el tiempo de la
concentracion de las moléculas de aroma derivadas de los precursores de aroma, el
resultado puede no representar solo la reaccion a través de la cual se forma la molécula
de aroma, que aqui se denominara como el proceso de hidrdlisis, sino la combinacion de
esta reaccion con todas las demas en las que la molécula de aroma podria estar

involucrada, que aqui se denominara como el proceso de degradacion.

Como primera aproximacion, ambos procesos reactivos se han interpretado mediante
cinéticas de primer orden, como se detalla en la seccion de materiales y métodos 2.4 y en
las figuras 1.1-1.3. Los pardmetros criticos que gobiernan esos modelos son las constantes
cinéticas correspondientes: kn para la hidrolisis del precursor y kq para la degradacion de
la molécula de aroma. Se presentan representaciones tipicas obtenidas utilizando
diferentes combinaciones de valores de kn y kaen las figuras. 1.1y 1.2 y se utilizan para

discutir los resultados experimentales.

Basandonos en todas las consideraciones anteriores, las moléculas de aroma derivadas de
precursores especificos pueden clasificarse en tres categorias basicas diferentes, siendo

la Gltima subdividida en otras tres subcategorias:

1. Moléculas de aroma l&biles (ka grande) derivadas de moléculas precursoras labiles
(kn grande).

2. Moléculas de aroma estables (ka pequefia) derivadas de moléculas precursoras
labiles (kn grande)

3. Moléculas de aroma estables (ka pequefia) derivadas de moléculas precursoras
bastante estables (kn pequefia). Aqui, surgen tres subcategorias diferentes

atendiendo al papel desempefiado por la temperatura:
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a) Pequefio: las consideraciones cinéticas anteriores se  aplican
aproximadamente.

b) Moderado: las consideraciones cinéticas anteriores ya no son validas.

c) Extremo: a 35°C las reacciones casi no tienen lugar.

En las siguientes subsecciones, se presentaran y discutiran los diferentes patrones.

3.1.1. Moléculas de aroma labiles (ka grande) derivadas de moléculas precursoras

labiles (kn grande)

Estos son el geraniol, linalool, Riesling acetal y a-terpineol que se muestran en la figura
1.4. Como se puede observar, las evoluciones de estos cuatro componentes de aroma se
caracterizaron por la presencia de un maximo, aunque en los casos del Riesling acetal y
a-terpineol, los maximos solo se observaron claramente en la representacion a 50°C.
Estos patrones son caracteristicos de compuestos de aroma labiles derivados de moléculas

precursoras labiles, como se puede ver en la figura 1.2.

En los casos de linalool y geraniol, los maximos se observaron en los primeros puntos de
muestreo tomados a 35 y 50°C (1,5 meses y 3,5 dias, respectivamente), en concordancia
con informes anteriores (Williams et al., 1980). Solo los puntos de muestreo a 75°C
fueron suficientes para ubicar con precision los maximos, que se encontraron en ambos
casos en el tercer punto de muestreo (12h). Las representaciones obtenidas para estos dos
compuestos fueron similares a la tercera proporcionada en la figura 1.2 (obtenida con kn
=5y kd = 5), lo que corresponde a procesos de hidrolisis y degradacion muy réapidos, lo

cual es consistente con los resultados de Carlin et al. (Carlin et al., 2022).

El Riesling acetal y a-terpineol alcanzaron los méximos significativamente mas tarde, en
el sexto punto de muestreo a 75°C (25,7 horas), el cuarto a 50°C (14 dias) y el cuarto o
quinto a 35°C (6 0 9 meses), aunque a esta temperatura los maximos no se observaron
claramente. Las representaciones de ambos compuestos fueron similares a las del medio
de la figura 1.2 (obtenidas con kn = 1 y ka = 1), lo que sugiere que para estos dos
compuestos tanto la hidrolisis del precursor como la degradacion de la molécula fueron

reacciones quimicas mas lentas que las de linalool y geraniol.
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Resulta interesante que, en el caso del a-terpineol, hubo un marcado efecto de la
temperatura en la acumulacién de la molécula de aroma. Los niveles maximos se
observaron en ambas muestras a 75°C, y los niveles minimos a 35°C. Dado que los puntos
de muestreo a 35°C y 75°C no habian sido suficientes para observar completamente la
disminucién de las concentraciones en tiempos mas largos, no fue posible realizar un

diagnostico preciso de la razon de esto.

Como se muestra en la figura 1.2, las moléculas de aroma se acumulan mas si las
constantes de hidrdlisis son mas altas y las constantes de degradacion son méas pequefias.
En base a esta observacion, se podria pensar que las temperaturas mas altas tienen un
mayor efecto en la reaccion de hidroélisis del precursor que en la reaccion de degradacion
de la molécula de aroma. Sin embargo, también se sabe que el a-terpineol es un
subproducto de la degradacion de otros terpenos (Maicas & Mateo, 2005), por lo que la
dependencia especifica de la temperatura de este compuesto podria explicarse bien
porque a temperaturas mas altas hay un mayor nivel de degradacion de otros terpenos.

Sin embargo, esta mayor degradacion no se observa para el linalool y el geraniol.

3.1.2. Moléculas de aroma estables (ka pequefia) derivadas de moléculas precursoras

labiles (kn grande)

Este grupo incluye dos norisoprenoides: f-damascenona y vitispiranos, y dos derivados
de la vainillina o fenilpropanoides: vainillina y acetovanillona. La figura 1.5 muestra la
evolucién de estos compuestos. Es notable que en los dos norisoprenoides, las moléculas
de aroma se acumularon a niveles ligeramente pero significativamente mas altos a 75°C,
lo que podria estar relacionado con el hecho conocido de que estos compuestos de aroma
son productos de la descomposicion de los carotenoides (Daniel et al., 2008). Aunque las
mesetas no se observaron claramente, todas las representaciones tuvieron tasas maximas
de acumulacion en los primeros puntos de muestreo y las tasas de acumulacion
disminuyeron progresivamente; por lo tanto, se puede sugerir que, en todos los casos, las
representaciones son similares a las reportadas en la figura 1.1, relacionadas con
compuestos estables derivados de la hidrolisis de moléculas precursoras. Se ha informado
que la B-damascenona se degrada en presencia de SO2 (Sefton et al., 2011), pero este
antioxidante no estaba presente en los modelos de vino. La existencia de mesetas en las
evoluciones de la B-damascenona y vitispiranos se ha observado previamente (Carlin
et al., 2022; Slaghenaufi & Ugliano, 2018)
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Fig. 1.5 Evolucion con el tiempo de los niveles de f-damascenona, vitispiranos, vainillina, acetovainillona, y-nonalactona y eugenol durante la
incubacidén andxica de dos modelos de vino que contienen extractos polifendlicos y aromaticos de dos lotes diferentes de uvas Garnacha. Para
facilitar la comparacion, las escalas de tiempo se han normalizado. Los datos a 75°C se expresan directamente en horas, los datos a 50°C, divididos
por 2,3, son dias (la coordenada 100 = 43,5 dias), y los datos a 35°C, divididos por 10, son meses (la coordenada 50 = 5,0 meses). Las barras de
error representan el error estandar de la media.
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3.1.3. Moléculas de aroma estables (ka pequefia) derivadas de moléculas precursoras

bastante estables (kn pequefia)

a) Moléculas de aroma estables (kd pequefia) derivadas de moléculas precursoras estables

(kn pequefia) con pequerios efectos de la temperatura

Los compuestos en esta categoria son guaiacol, cinamato de etilo y masoia lactona, cuyos

patrones de evolucion se muestran en la figura 1.6.

—+—175°C 50°C 3s°C

G1 ethyl cinnamate G2 ethyl cinnamate

™ @ - 2% 0 30 100 15

G1 massoia lactone G2 massoin lactene

tion (pg/L)

time

G1 guaiacol G2 guaiacol

Fig. 1.6 Evolucion con el tiempo de los niveles de cinamato de etilo, masoia lactona y
guaiacol durante la incubacion anoxica de dos modelos de vino que contienen extractos
polifendlicos y aromaticos de dos lotes diferentes de uvas Garnacha. Para facilitar la
comparacion, las escalas de tiempo se han normalizado. Los datos a 75°C se expresan
directamente en horas, los datos a 50°C, divididos por 2,3, son dias (la coordenada 100
= 43,5 dias), y los datos a 35°C, divididos por 10, son meses (la coordenada 50 = 5,0

meses). Las barras de error representan el error estandar de la media.
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Al menos en estos dos ultimos casos, las vias de formacién incluyen mas pasos que la
hidrdlisis de un precursor glicosidico. El cinamato de etilo se forma por esterificacion del
acido cinamico con etanol, y el &cido cinamico proviene al menos en parte de un precursor
glicosidico. De hecho, se han encontrado dos glicdsidos de derivados del acido cinamico
en vinos elaborados con moras negras coreanas (Cho et al., 2014). Por su parte, la masoia
lactona se forma a través de la esterificacion interna del correspondiente acido vy-
hidroxiacido. Considerando que se han descrito varios precursores glicosidicos de las
whiskylactonas estructuralmente equivalentes en la madera de roble (Hayasaka et al.,
2010; Wilkinson etal., 2013), también podrian existir glicésidos del precursor del
hidroxiacido para la massoia lactona. Finalmente, el guaiacol se produce por la hidrélisis
de precursores glicosidicos, como lo describen Hayasaka et al. (Hayasaka et al., 2010);
ademas, la hidrélisis acida de uvas expuestas a humo y vinos de las mismas, result6 en

un aumento de varias veces en el guaiacol libre (Singh et al., 2011).

b) Moléculas de aroma estables (kd pequefia) derivadas de moléculas precursoras estables

(kn pequefia) con efectos moderados de temperatura

Los compuestos en esta categoria son TDN, siringol, éxido de linalool y metoxieugenol,
cuyas evoluciones en el tiempo siguieron los patrones que se muestran en la figura 1.7.
Las tres primeras moléculas son muy diferentes en estructuras quimicas y en origen
bioquimico. EI TDN es un norisoprenoide, el éxido de linalool es un terpeno y el
metoxieugenol y el syringol son fenoles y a su vez, compuestos relacionados con la
vainillina (fenilpropanoides). En todos los casos, se han descrito previamente precursores
glicosidicos (Coulter etal., 2022; Schievano et al., 2013). Los cuatro compuestos de
aroma en esta categoria tienen en comun que parecen ser el punto final de rutas de
degradacion quimica complejas de las tres familias diferentes de componentes:
norisoprenoides, fenilpropanoides y terpenos. Esto estaria en acuerdo con su acumulacion
continua, sin evidencias que sugieran que las tasas de acumulacién disminuyan. Los
efectos de la temperatura fueron mas o menos evidentes en todos los casos y, en general,
revelaron tasas de acumulacion mas altas a temperaturas mas altas, lo que sugiere que las
reacciones mediante las cuales se producen estos compuestos tienen energias de
activacion mucho mas altas que las de las reacciones de los compuestos en las categorias

anteriores, la mayoria de ellas son hidrdlisis de enlaces glicosidicos.
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Fig. 1.7 Evolucion con el tiempo de los niveles de TDN, siringol, metoxieugenol y oxido de linalool durante la incubacion andxica de dos modelos
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de vino que contienen extractos polifendlicos y aromaticos de dos lotes diferentes de uvas Garnacha. Para facilitar la comparacion, las escalas

de tiempo se han normalizado. Los datos a 75°C se expresan directamente en horas, los datos a 50°C, divididos por 2,3, son dias (la coordenada

100 = 43,5 dias), y los datos a 35°C, divididos por 10, son meses (la coordenada 50 = 5,0 meses). Las barras de error representan el error estandar

de la media
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c) Moléculas de aroma estables (kd pequefia) derivadas de moléculas precursoras estables

(kn pequefia) con efecto extremo de la temperatura

Tres compuestos pertenecen a esta categoria: 4-vinilguaiacol, 4-vinilfenol y 3-
mercaptohexanol (MH), cuya evolucion en el tiempo sigui6 los patrones dados en la

figura 1.8.

Como se puede observar, la caracteristica mas destacada de las evoluciones de estos
compuestos fue el fuerte efecto de la temperatura. Dejando de lado al MH en G2, en los
otros cinco casos, las tasas de acumulacion de aroma a 75 °C fueron mucho mayores y,
en los seis casos, las tasas de acumulacion del compuesto de aroma a 35 °C fueron
simplemente residuales en comparacion con las observadas a temperaturas mas altas. Esto
sugiere fuertemente que la energia de activacion de las reacciones de hidrolisis de los
precursores correspondientes fue grande, por lo que se requerian altas temperaturas para
hidrolizar al precursor. Esto se habria esperado en el caso de los diferentes precursores de

MH, en los que se tiene que romper un enlace tioéter C-S.

En los casos de los vinilfenoles, esta explicacion es menos convincente, ya que se espera
que los precursores de estos compuestos sean glicosidos cuya hidrdlisis no deberia ser
muy diferente a la de los otros fenoles medidos en este trabajo, como siringol,
metoxieugenol o guaiacol, para los cuales los efectos de la temperatura fueron mucho
maés debiles. Por lo tanto, se puede especular que otras reacciones pueden estar teniendo

lugar.

Los vinilfenoles son compuestos reactivos con un fuerte caracter electrofilico. Se sabe
que reaccionan con nucleéfilos como los mercaptanos (Naim et al., 1993), y también con
antocianinas para formar piroantocianinas (Hillebrand et al., 2004). Se puede entonces
hipotetizar que la escasa acumulacién de estos compuestos a bajas temperaturas puede
ser también, en parte, debido a una reaccion competitiva con antocianinas, que a alta
temperatura estarian involucradas en otras reacciones como la descarboxilacién térmica
del &cido p-cumarico y ferdlico para producir los vinilfenoles correspondientes
(Tambawala et al., 2022).
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mercaptohexanol durante la incubacion andxica de dos modelos de vino que contienen
extractos polifenolicos y aromaticos de dos lotes diferentes de uvas Garnacha. Para
facilitar la comparacidn, las escalas de tiempo se han normalizado. Los datos a 75°C se
expresan directamente en horas, los datos a 50°C, divididos por 2,3, son dias (la
coordenada 100 = 43,5 dias), y los datos a 35°C, divididos por 10, son meses (la

coordenada 50 = 5,0 meses). Las barras de error representan el error estandar de la
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4. Conclusiones

Los modelos basados en cinéticas de primer orden parecen ser apropiados para interpretar
la acumulacion de moléculas de aroma derivadas de la hidrolisis de precursores,

incluyendo también aquellas moléculas de aroma que sufren posterior degradacion.

El estudio llevado a cabo a tres temperaturas diferentes ha permitido clasificar las
moléculas de aroma derivadas de moléculas precursoras especificas presentes en las uvas
en tres categorias segun la estabilidad tanto de la molécula de aroma como del precursor:
moléculas labiles de precursores labiles, moléculas estables de precursores labiles y

moléculas estables de precursores estables.

Para muchas moléculas de aroma derivadas de las uvas, los patrones de acumulacion a
las tres temperaturas fueron bastante similares, los niveles acumulados también fueron
similares y, en promedio, las tasas de reaccion aumentaron en factores de 6,9 y 72 cuando

la temperatura se increment6 de 35 a 50 0 75°C, respectivamente.

El grafico tipo Arrhenius ha permitido estimar que, para la mayoria de los compuestos de
aroma, la hidrolisis rapida a 75°C fue 460 veces mas rapida que la observada a 20 °C.
Excepciones a este patron fueron los vinilfenoles y el 3-mercaptohexanol, que apenas se
acumularon a 35°C, lo que sugiere que sus hidrolisis tienen energias de activacion muy
altas. TDN, vitispiranos y o-terpineol también se acumularon més a temperaturas mas

altas.
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Capitulo 2. Evaluacion de la hidrolisis acida acelerada a 75°C
como método para la prediccion del aroma potencial en uvas

Garnacha y Tempranillo

1. Introduccion

Como se ha comentado anteriormente existe una estrecha relacion entre la calidad
aromatica del vino y el contenido de precursores de aroma en las uvas (Abbott et al.,
1991; Francis et al., 1992). Por esta razon, se han llevado a cabo humerosos estudios tanto
para la caracterizacion quimica de este conjunto de precursores, como para la elucidacion
de las vias biogenéticas involucradas (Strauss etal., 1986; Williams etal., 1982;
Winterhalter, 1991), asi como para el desarrollo de métodos cuantitativos para la
evaluacion global o detallada de las fracciones de precursores presentes en la uva (Alegre,
Arias-Pérez, et al., 2020; Concejero et al., 2014; Gunata et al., 1985; Ibarz et al., 2006;
Mateo et al., 1997).

En general, los compuestos volatiles derivados de los precursores glicosidicos pueden ser
liberados, durante el proceso de vinificacion por la accion de enzimas glicosidasas
enddgenas y exdgenas (Cabaroglu et al., 2003; Gilinata et al., 1990; Sanchez Palomo et al.,
2005), por la accion de las levaduras en el mosto (Delfini et al., 2001; Denat et al., 2021;
Oliveira & Ferreira, 2019), por bacterias lacticas (D’Incecco et al., 2004), o mediante
hidrolisis cida espontanea (Lopez et al., 2004; Skouroumounis & Sefton, 2000; Williams
etal., 1982). Los precursores de los tioles varietales, 3-mercaptohexanol (MH) y 4-
mercapto-4-metil-pentanona (MP), relacionados con cisteina, glutation, cisteina-glicina
y y-glutamil-cisteina (mencionados anteriormente), son liberados solo en una pequefia
proporcién durante la fermentacidn por accion de la enzima carbono-azufre B-liasa. El
destino de la fraccion de precursores remanentes al final de la fermentacion alcohodlica se
desconoce, aunque se ha sugerido que podrian contribuir al envejecimiento del vino
(Bonnaffoux et al., 2018)(Bonnaffoux et al., 2018) y los resultados obtenidos en el
capitulo 1 han mostrado que la hidrolisis espontanea a la temperatura normal de

almacenamiento del vino es una reaccién excesivamente lenta.
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La hidrolisis enzimatica implica la ruptura del enlace glicosidico y no induce ninguna
transformacion adicional en la estructura quimica de la aglicona liberada (Sefton, 1998).
Por esta razon, generalmente se prefiere la hidrolisis enzimatica para la caracterizacion

de compuestos voldatiles naturalmente presentes en forma glicosidica.

En cambio, la hidrdlisis acida, implica la ruptura del enlace entre el azlcar y la aglicona,
resultando en un carbocation reactivo que puede producir una amplia variedad de
productos (Sefton, 1998; Skouroumounis & Sefton, 2000). Por lo tanto, aunque la
hidrolisis &cida no es til para el analisis directo de la composicién volatil de la fraccion
precursora (Williams et al., 1982), si constituye una via importante para la formacion del

aroma varietal del vino, especialmente durante el envejecimiento.

Para variedades neutras como Garnacha y Tempranillo, es esencial utilizar la hidrélisis
acida para obtener una representacion valida del aroma potencial de la uva. En un estudio
realizado por Loscos et al. (Loscos et al., 2009), se determind que la hidr6lisis acida puede
considerarse mas adecuada para medir el potencial aromatico de las uvas, lo que sugiere
que las transformaciones que tienen lugar durante la fermentacion incluyen
reordenamientos moleculares en medios acidos que se predicen mejor mediante hidrolisis

acida.

La hidrolisis acelerada en vino reconstituido con fracciones fenolicas y aromaéticas
extraidas de la uva ha sido propuesta y utilizada recientemente para evaluar el potencial
aromatico de muestras de estas variedades, aparentemente con resultados satisfactorios
(Alegre, Saenz-Navajas, et al., 2020). Sin embargo, aunque previamente se comparo una
hidrolisis suave a 45°C (Alegre, Arias-Pérez, et al., 2020) con otra a 75°C, la comparacion
se basd en un ndmero bastante limitado de muestras y no incluy6 todos los analitos

relevantes.

Dado los resultados prometedores obtenidos a partir del procedimiento de hidrolisis acida
en anoxia sobre las Fracciones Fendlicas Aromaticas (FFAS), y una vez estudiadas las
cinéticas de formacion de los principales aromas a partir de sus precursores en el capitulo
1 de esta tesis, el presente trabajo continuara explorando el efecto que tienen
especificamente dos condiciones de hidrolisis acida en anoxia en vinos modelos

reconstituidos con FFAS.
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Se estudiaran dos condiciones de hidrdlisis acida (lenta: a 50°C durante 5 semanas y
acelerada: durante 24 horas a 75°C) en extractos de uvas de dos variedades Garnacha y
Tempranillo, y se cuantificaran las moléculas de aroma generadas, con el objetivo de
evaluar la capacidad de la hidrélisis acelerada para evaluar el potencial de aroma de la

uva.

2. Materiales y metodos
2.1 Muestras de uvas

El estudio se realiz6 con un total de 12 muestras de uvas (6 de la variedad Garnacha (G)
y 6 de Tempranillo (T)) obtenidas en estado de maduracién. Especificamente, las
muestras G1, G4, T3, T4, TS5y T6 fueron recolectadas de diferentes vifiedos de Bodegas
Ramon Bilbao. Las muestras G2, G3 y T1 se obtuvieron de Bodegas y Vifiedos Ilurce.
Estas ultimas bodegas son de la D.O.Ca. La Rioja. Las muestras G5 y G6 provenian de
Vifias del Vero de la D.O. Somontano, y la muestra T2 se obtuvo de Dominio Pingus de
la D.O. Ribera del Duero.

2.2 Preparacion de mistelas y sus respectivas Fracciones Fenodlicas y Aromaticas
(FFAS)

A partir de un kg de cada una de estas muestras se prepararon mistelas y de cada una se
extrajo la FFA siguiendo los procedimientos descritos por Alegre et al. (Alegre, Arias-
Pérez, et al., 2020) y que aparecen detallados en el apartado 2.2.1 y 2.2.2 del capitulo 1,

respectivamente.

2.3. Hidrdlisis acida en anoxia

Para la reconstitucion de las FFAs y el envasado en condiciones de anoxia para el proceso
de la hidrolisis acida, se siguid el procedimiento descrito en el apartado 2.3 del capitulo
1. Se evaluo la hidrdlisis acida en anoxia de cada una de las 12 muestras por duplicado
en dos condiciones: a 50°C durante 5 semanas (hidrolisis lenta) y a 75°C durante 24 horas

(hidrdlisis acelerada).
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2.4. Cuantificacion del aroma liberado por hidrolisis acida

Los compuestos aromaticos liberados por la hidrolisis acida en ambas condiciones se
analizaron mediante tres métodos analiticos. Un método para la evaluacion de
compuestos aromaticos minoritarios y trazas en el vino (seccion 2.3.1 del capitulo 1), otro
para mercaptanos polifuncionales (seccién 2.3.2 del capitulo 1) y un tercero para el

analisis de los aldehidos de Strecker.

Cuantificacion de los aldehidos de Strecker

Los aldehidos de Strecker fueron analizados siguiendo el método optimizado y validado
por Castejon-Musulén et al. (Castejon-Musulén et al., 2022), mediante su derivatizacion
a oximas en condiciones de anoxia con O-(2,3,4,5,6-pentafluorobencil)hidroxilamina
(PBHA), seguido de una extraccion en fase sélida y el analisis por GC-MS. El

procedimiento completo se describe a continuacion.

Para el andlisis de estos compuestos, las muestras se introdujeron en la camara de anoxia.
En viales de 20 mL roscados, se afadieron 12 mL de las muestras hidrolizadas y 50 uL.
de la disolucién de estandares internos 2-metilpentanal, 3-metilpentanal, metional-ds y
fenil-ds-acetaldehido, 200 pg/L cada uno). Los viales cerrados se sacaron de la camara de
anoxia y se incubaron a 50°C durante 6h para asegurar el equilibrio. Después, se
afiadieron 360 plL de una solucion de 10 g/L de O-(2,3,4,5,6-pentafluorobencil)
hidroxilamina (PFBHA) y se dejo reaccionar a 35°C durante 12 h. Posteriormente, se
realizé una extraccion en fase sélida (SPE). Cartuchos de 1 mL, empacados con 30 mg
de resinas LiChrolut-EN se acondicionaron con 2 mL de diclorometano, seguido de 2mL
de metanol y final ente 2 mL de una disolucion hidroalcoholica al 12 %. Se cargan 10 mL
de la muestra derivatizada y una vez pasados se realiza un lavado con 10 mL de una
disolucién de agua:metanol al 60% (v/v), con un 1% de NaHCOs. Se secaron los
cartuchos a vacio y se eluyeron finalmente con 1,2 mL de hexano. Los cartuchos se
lavaron con 10 mL de una solucién que contenia 60% (v/v) de MeOH y 1% (p/p) de

NaHCO3, luego se secaron y finalmente se eluyeron con 1,2 mL de hexano.

El sistema cromatografico fue un cromatografo de gases QP2010 equipado con un
detector de espectrometria de masas de cuadrupolo de Shimadzu. La columna fue una
DB-WAXetr 30 mx 0.25 mm i.d., 0.5 um de espesor de fase) de Agilent. El gas portador
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fue helio a 1 mL/min. EI horno cromatografico se mantuvo a 40°C durante 4 minutos,
luego se elevd a 250°C a 10 °C/min y se mantuvo durante 10 minutos. Se utilizd un
inyector SPL (split/splitless) a una temperatura de 250°C. El tiempo de anélisis
cromatografico fue 35 minutos. Se inyectaron 3 pL en modo splitless, con una presion de
pulso de 40 psi durante 1,50 minutos. Las temperaturas de la fuente de iones y la interfaz
se fijaron en 220 °C y 230 °C, respectivamente. El analizador de masas se configuro6 en
SIM vy la lista completa de relaciones m/z se muestra en la Tabla A3 del Anexo I. Las
concentraciones se obtuvieron utilizando factores de respuesta calculados mediante el

analisis de vinos de mesa fortificados con cantidades conocidas de analitos.

3. Resultados

3.1. ¢ Puede la hidrdlisis acelerada a 75°C predecir el potencial aromatico de la

uva?

En este estudio, vinos modelos que contenian Fracciones Fendlicas Aromaticas (FFAS)
extraidos de 12 lotes diferentes de uvas en estado de maduracion, 6 de la variedad
Garnachay 6 de la Tempranillo, fueron sometidos a hidrélisis en completa anoxia a 75°C
durante 24 horas (hidrélisis acelerada) y a 50°C durante 5 semanas (hidrdlisis lenta). Se
determinaron 25 compuestos volatiles de importancia en el aroma del vino mediante el
empleo de tres procedimientos analiticos diferentes y los resultados se resumen en las
Tablas 2.1y 2.2.

3.1.1 Diferencias varietales y de hidrdlisis. Analisis de componentes principales (PCA)

La figura 2.1 resume los resultados del PCA de los compuestos volatiles cuantificados en
este experimento. En el plano formado por los dos primeros componentes principales,
que acumulan el 62 % de la varianza, las muestras se distribuyen principalmente por
variedad de uva, con las muestras de Garnacha a la derechay las muestras de Tempranillo,

excepto T5, a la izquierda.

Como se puede observar, las muestras de Garnacha se caracterizaron por mayores
cantidades de TDN, masoia lactona, vinilfenoles, aldehidos de Strecker y terpenoles,

mientras que las de Tempranillo contenian cantidades mas altas de fenoles.
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Los resultados sobre los mercaptanos polifuncionales confirmaron que el 3-
mercaptohexanol (MH) es un constituyente normal de los hidrolizados a 50 y 75°C, como
previamente se habia visto en el capitulo 1, donde a 35°C apenas se formaba este
compuesto. Este se encontrd en niveles superiores en los hidrolizados de Garnacha
respecto a los de Tempranillo, lo cual concuerda con el papel conocido que este

compuesto tiene en los vinos rosados de Garnacha (Ferreira et al., 2002).

También se observé que se encontraron pequefias cantidades de tres aldehidos de
Strecker: 3-metilbutanal, metional y fenilacetaldehido en los hidrolizados. El
fenilacetaldehido ha sido detectado previamente en hidrolizados (Alegre, Sdenz-Navajas,
et al., 2020; Loscos et al., 2009), lo cual es consistente con nuestros hallazgos, aunque el
origen de estas moléculas en este tipo de muestras no estd del todo claro. En cualquier
caso, excluyendo el metional, los niveles de aldehidos de Strecker fueron
significativamente mas altos en los hidrolizados de Garnacha, lo que confirma resultados
recientes sobre la mayor tendencia de esta variedad a acumular aldehidos de Strecker
(Bueno-Aventin et al., 2021).

Por otro lado, el grafico PCA muestra que el tipo de hidrélisis domind el segundo
componente, con las muestras obtenidas mediante la hidrolisis lenta a 50°C en la parte
superior del grafico y aquellas obtenidas a 75°C en la parte inferior. Como se puede
observar, las condiciones utilizadas en el ensayo a 75°C resultaron en niveles més altos
esencialmente de metional, fenilacetaldehido, geraniol y linalol, mientras que las
condiciones utilizadas a 50°C produjeron niveles mas altos de guaiacol, siringol,

vitispirano y TDN.

Estos resultados estan respaldados por el estudio ANOVA para evaluar los efectos de la
hidrolisis y de la variedad de uva mostrados en la Tabla 2.3. El factor de hidrdlisis solo
fue significativo para 12 de los 25 compuestos determinados, mientras que la variedad
fue significativa en todos los casos excepto el metional. Lo mas notable es que la
distribucion de muestras que difieren Unicamente en el tipo de hidrolisis es basicamente
similar en todos los casos, como se puede ver en el gréafico. Por ejemplo, las muestras
equivalentes de Tempranillo (codificadas con T) tienen aproximadamente las mismas
coordenadas en el PC1, siendo la diferencia que las muestras hidrolizadas a 75°C tienen
scores en PC2, de 2 a 3 unidades mas pequefias que aquellas hidrolizadas a 50°C. De

manera similar, todas las muestras equivalentes de Garnacha (codificadas con G)
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hidrolizadas a 50°C tienen scores en PC1, apenas 0,5-1 unidades mas pequefias que
aquellas hidrolizadas a 75°C, las cuales, en todos los casos, tienen scores en PC2, de 3 a
4 unidades més pequefias. Esto indica claramente que el tipo de hidrdlisis no cambia

esencialmente las diferencias relativas entre muestras, particularmente si estas son de la

misma variedad.
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Fig. 2.1 Proyeccion de muestras y variables en el plano del PCA obtenido a partir de los
dos primeros componentes principales. Las muestras para cada condicion de hidrdlisis se
indican "_50" 0" _75", correspondiente a la hidrolisis lenta (50°C durante 5 semanas) y a
la hidrolisis acelerada (75°C durante 24 horas), respectivamente. Las categorias son: CIN
D (derivados del acido cindmico), LACT (lactonas), NOR (norisoprenoides), PFM
(mercaptanos  polifuncionales), PHENOL (fenoles volatiles), STRECKER
ALDEHYDES (aldehidos de Strecker), TERPENE (terpenos), VAN D (derivados de

vainillina).
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Tabla 2.1 Concentraciones promedio y desviaciones estdndar (n=2) de los compuestos aromaticos (expresados en pg/L) evaluados en dos condiciones diferentes (5
semanas a 50°C y 24 horas a 75°C) en los 6 FFAs de Garnacha.

Compuestos o el v o L2 0 0 2 v 0 e o 0 L v 0 Lo 0
50°C 75°C 50°C 75°C 50°C 75°C 50°C 75°C 50°C 75°C 50°C 75°C
3-mercaptohexanol 5.59+0.16 6.00 +0.08 3.29+0.06 2.32+0.14 5.11£0.08 5.21+0.02 182+ 0.3 16.8+1.2 19.6 £ 0.6 20.1+0.2 17.1+0.3 17.1+1.9
isobutanal 1.76 £ 0.02 1.31+£0.02 2.09 +0.03 1.89+0.19 1.16 £ 0.06 1.30 £ 0.03 1.81+0.18 2.16 £ 0.07 2.56 +0.07 291+0.15 1.95+0.13 2.21+0.10
2-metilbutanal 2.63+0.16 2.86 +0.14 3.58+0.08 3.19+0.24 3.11+0.15 2.80£0.16 3.60+0.20 4.08 £0.25 3.72+0.03 3.68 £0.09 3.21+0.19 347+0.21
isovaleraldehido 2.16 £0.08 2.55+£0.01 1.93+£0.07 2.44£0.05 1.72 £ 0.06 2.27+0.02 2.82+0.10 4.37=+0.17 4.21+£0.04 5.28+0.01 1.97+£0.05 2.68+£0.03
metional 1.34+0.04 2.11+0.11 1.49 +0.05 2.30+0.12 no detectado 1.72+0.06 0.961 +0.042 1.76 £ 0.07 1.01 +0.05 1.82+0.01 0.66 +0.03 1.59+0.03
fenilacetaldehido 5.98+0.29 6.65+0.22 528 +£0.03 9.98 +£0.04 1.65 +0.04 2.80+0.11 2.63 +0.06 7.40 +0.30 1.60 + 0.04 4.46 +0.05 1.26 +£0.07 3.61+0.05
y-nonalactona 0.894+0.012 | 0.782+0.008 | 0.960+0.019 | 0.923+£0.016 | 0.583 +0.037 0.527 +0.012 1.02 +0.02 0.887 + 0.009 1.37+0.06 0.890 + 0.002 1.28+0.18 1.20+0.02
masoia lactona 3.10+0.11 1.92+0.02 2.62+0.09 1.89+£0.02 6.22+0.29 6.08 £0.15 8.91+0.14 8.05+0.01 4.67+0.08 4.35+0.09 51.6+0.1 60.6 +2.5
p-damascenona 3.21+0.09 2.75+£0.01 5.15+0.06 533+0.18 9.95+0.65 9.76 £ 0.41 3.86+0.01 3.40+0.01 3.46+0.11 2.83+0.1 10.0+0.12 13.2+0.1
Riesling acetal 7.86+0.25 4.92+£0.04 268+ 1.0 18.4+0.1 20.7+0.7 11.2+£0.3 20.8+0.4 13.8+0.2 345+0.8 240+ 04 202+0.7 14.7+0.3
TDN 19.2+0.9 8.70 £0.34 752+24 42.6+1.8 152 +18 44.6+£0.5 125+2 69.6+ 1.8 219+4 15143 139+ 1 81.3+9.6
vitispiranos 363+ 1.1 232+03 89.8+3.2 65.7+ 1.5 83.7+7.0 42.2+0.1 80.7+2.7 5871 120+ 1 100+ 1 83.1+1.2 65.4+4.1
o-terpineol 152+0.1 16.4+0.2 16.0+0.2 16.6 £0.1 8.45+0.25 7.25+0.13 17.0£0.3 18.8+0.3 17.4+0.2 21.3+0.1 17.5+0.1 20.6+0.4
geraniol 0.573 £0.012 2.27+0.02 0.757 £ 0.024 2.67+0.10 0.351+£0.013 1.26 £ 0.01 0.653 £0.021 2.56 +0.03 0.509 £ 0.027 1.94 +0.03 0.466 + 0.032 2.40+0.03
linalool 1.60 +0.01 543+0.10 2.21+0.01 5.95+0.08 2.224+0.03 4.56 +0.07 3.18+0.06 7.26 +0.02 2.36 +0.01 5.51+0.02 2.48 +0.08 6.90+0.10
oxido de linalool 5.11+£0.08 3.12+0.09 4.81+0.21 3.97+0.05 109+ 0.4 6.22+0.27 15.8+0.4 11.1+0.2 16.9+0.2 12.8+0.1 222+0.1 17.1+0.2
acetovainillona 17.9+£0.5 15.7+£0.3 16.8+0.2 15.1+£0.2 316+ 0.9 30.8+0.9 21.0+0.5 19.4+0.2 36+ 1 358+0.6 31.5+£0.7 312+0.2
vainillina 532+0.7 46.8+0.3 46.6 £ 0.5 41.8+0.5 71.3+0.8 71.8+ 0.6 81.4+0.6 79.6+ 1.6 774+7.0 86.1+3.4 108+ 1 104+1
4-vinilguaiacol 10.2+0.2 31.5+0.3 9.24+1.07 70.6+ 1.6 79.8+2.1 782+2 213+1.1 31.6+3.6 509£5.5 114+1 27.7£0.5 46.0£ 1.6
4-vinilfenol 26.1£3.6 932+1.8 31.6+3.2 238+ 4 182+ 1 23542 714127 113+£9 122+ 16 297+ 10 89.9+5.6 171+ 12
guaiacol 8.34+0.18 3.41+£0.04 5.49 +0.06 3.48 +0.05 6.95+0.37 3.24+0.02 7.41+0.31 3.84+0.11 9.10+0.09 5.84+0.02 153+0.2 9.03 +£0.03
metoxiugenol 1.45+0.03 0.731 £0.031 1.16 £ 0.01 0.767 £ 0.03 1.49+0.04 0.977 £ 0.045 1.11 £0.04 0.861 + 0.007 2.00+0.06 1.61 £ 0.04 2.03+0.02 1.80 £ 0.002
siringol 112+2 68.6 0.1 83.1+£0.9 60.8 +2.2 124 +£3 58.3+0.6 110+ 6 53.5+04 88.2+0.3 61.1+0.6 129+2 77.8+0.1
eugenol 0.150 +0.005 | 0.145+0.006 | 0.185+0.004 | 0.173 +£0.007 | 0.461 +0.022 0.456 £ 0.03 0.157+0.008 | 0.162+0.005 | 0.163+0.005 | 0.203+0.007 | 0.139+0.007 | 0.151+0.002
cinamato de etilo 0.279+0.013 | 0.182+0.003 | 0.236+0.011 | 0.198+0.015 | 0.097+0.004 | 0.0649 +0.0021 | 0.155+0.006 | 0.104+0.002 | 0.254+0.014 | 0.189+0.003 | 0.252+0.008 | 0.281 +0.009
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Tabla 2.2. Concentraciones promedio y desviaciones estandar (n=2) de los compuestos aromaticos (expresados en pg/L) evaluados en dos condiciones diferentes (5

semanas a 50°C y 24 horas a 75°C) en las 6 FFAs de Tempranillo.

Compuestos 13 T4 T3 Té
50°C 75°C 50°C 75°C 50°C 75°C 50°C 75°C 50°C 75°C 50°C 75°C
3-mercaptohexanol 1.17+£0.16 0.816+0.018 2.44 £0.11 2.01+0.04 1.07 £0.01 2.14+0.04 1.03+£0.13 1.18 £0.03 4.59+0.08 7.28£0.15 3.87+0.29 3.53+£0.02
isobutanal 0.815+0.044 0.61+0.01 1.09+0.13 0.854 +0.031 1.15+0.04 0.882+0.016 1.73+0.18 1.37+£0.05 2.10+0.11 1.65+0.08 1.95+0.15 1.42 +0.06
2-metilbutanal 2.19+0.09 1.42+0.03 2.75+0.15 1.59+£0.07 2.79+0.03 1.78 +£0.09 3.40+£0.10 2.21+0.03 3.44£0.26 2.77+0.06 3.62+0.23 2.24£0.17
isovaleraldehido 0.541 £ 0.026 0.773 +0.047 0.753 £ 0.022 0.958 +0.02 0.932 +0.002 1.45+0.02 1.11 +£0.04 2.35+0.05 2.73 £0.08 3.29+0.01 1.38 £ 0.06 1.72+0.10
metional 1.44 +0.05 1.56 +0.01 1.18 £0.02 1.48 £0.07 1.24 +0.06 1.52 +0.05 1.60 £ 0.02 1.38 £0.07 1.44 £ 0.06 1.66 £ 0.06 1.10£0.04 1.48 +£ 0.06
fenilacetaldehido no detectado 1.76 £ 0.07 no detectado 1.78 £ 0.04 no detectado 2.23+0.01 no detectado 2.21+0.01 1.65+0.03 4.15+0.02 no detectado 1.78 £ 0.01
y-nonalactona 0.507 + 0.005 0.438 +£0.029 0.676 + 0.021 0.614+0.042 | 0.535+0.057 0.526 £ 0.001 0.732£0.076 0.729 £ 0.019 0.744 £ 0.047 0.708 £ 0.007 1.76 + 0.06 1.57 +£0.06
masoia lactona 3.51+£0.02 3.03+£0.01 3.27+0.05 2.63+£0.19 3.75+0.09 3.04 £ 0.02 428+0.10 3.29+0.01 3.13+£0.04 2.22+£0.06 13.3+£0.2 9.76 £ 0.34
B-damascenona 9.09 +£0.15 10.7+0.5 10.1+0.1 123+0.5 5.09 +0.33 6.14 £ 0.04 5.23+0.12 53+£02 7.82+0.11 8.81+0.09 6.99 +£0.07 6.09 +0.21
Riesling acetal 5.80 £ 0.06 3.29+0.04 9.10+£0.16 6.71+0.24 7.74 £0.33 6.65+0.04 8.81+£0.13 431+0.19 27.6+04 20.0+£0.7 11.5+0.2 5.40 £ 0.65
TDN 18.3+2.1 7.31£0.40 18.0+0.3 123+1.0 14.7+0.5 14.7+0.3 19.8+0.3 4.08+0.27 853 +2.1 49.8+04 262+ 0.6 7.71 £ 0.63
vitispiranos 4134238 24.6+0.3 54709 454445 402+24 43.6+0.2 459+ 1.8 19.6 £ 0.3 100+ 2 89.5+0.4 63.2+£0.2 31.0+£2.5
a-terpineol 2.99 +0.01 2.40 + 0.05 3.49+0.07 3.42+0.33 4.00 +0.07 4.87 +0.06 4.11+0.07 3.31+£0.08 20.9+0.1 232+0.5 3.77+0.04 2.49+0.14
geraniol no detectado 0.429 £ 0.016 no detectado 0.452 £ 0.009 no detectado 0.44+0.01 no detectado 0.444 £ 0.01 0.580+0.072 2.14+0.03 no detectado 0.431+0.018
linalool 0.434+0.012 1.24+0.02 0.565 +0.029 1.39 +0.09 0.589 + 0.006 1.22+0.02 0.692 +0.011 1.36 +0.06 1.85+0.16 5.38 +£0.04 0.670 £+ 0.032 1.48 +£0.05
éxido de linalool 2.57+0.05 1.20 £ 0,02 2.05+0.03 1.44+0.12 2.23+0.11 2.03+0.01 2.61+0.08 1.05 +0.04 5.58+0.01 4.12+0.09 3.21+£0.04 1.29 £ 0.09
acetovainillona 17.1£0.2 15.6 £ 0.1 26.1+0.2 24.7+0.1 142+0.1 13.2+0.1 18.0£0.2 16.5+0.7 56.0+0.6 52.1+0.6 23.1+0.1 21.2+04
vainillina 84.5+0.6 87.3+0.4 78.9+2.0 77.5+£2.8 99.5+82 118+ 1 139+3 152+1 208 +2 205+ 8 135+5 151+4
4-vinilguaiacol 7.01+£0.19 1.84+0.10 3.25+0.15 2.08+0.1 8.28 £0.96 1.62+0.06 4.11+0.10 1.9+0.2 38.4+4.7 5.90+0.13 5.65+0.08 2.40+0.29
4-vinilfenol 929+438 7.52+0.33 30.2+3.5 7.51£0.4 69.0£6.7 9.04£0.97 34.7+£0.8 8.84+0.34 81.4+4.0 18.6 0.1 39.5+£1.6 9.07+1.27
guaiacol 9.28 £0.02 4.91+0.02 11.1£0.1 7.97+0.17 8.57+0.51 6.52+0.01 13.5£0.3 7.90 £0.25 11.1+£0.4 6.93£0.22 13.0+£0.3 6.63 £0.09
metoxiugenol 4.57+0.10 2.69+0.12 9.22£0.93 7.20 £0.29 3.92£0.03 3.41+0.05 4.97+0.1 2.64+0.01 3.18 +£0.05 2.18 £0.03 7.86 £0.02 437+0.14
siringol 205+3 11+1 177 +1 124 +2 168 £ 5 125+1 212+1 126 +3 111+4 67.7+1.1 160+ 1.0 80.8+£0.9
eugenol 0.44+£0.01 0.395+0.015 1.08 +£0.03 1.07 +£0.04 0.591 +0.036 0.613 +0.005 0.590 + 0.023 0.487 £ 0.006 0.214 £ 0.006 0.204 £ 0.012 0.621 £ 0.002 0.511 £ 0.029
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cinamato de etilo | 0-147=0.008 [ 0.0321+0.0017 | 0.156+0.010 | 0.107+0.006 | 0.117+0.003 | 0.0356+0.0004 | 0.173+0.008 | 0.11+001 | 025740013 | 0.145+0.007 | 0.175+0.005 | 0.1050.005
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Tabla 2.3 P-valores del estudio de ANOVA de dos factores (Variedad y Tipo de
hidrdlisis) para los compuestos volétiles estudiados.

p-valores
Compuestos - T - T
Variedad Hidrolisis Variedad*Hidrdlisis

3-mercaptohexanol <0.0001 0.932 0.827
isobutanal <0.0001 0.350 0.145
2-metilbutanal <0.0001 0.001 0.001
isovaleraldehido <0.0001 0.021 0.608

metional 0.754 <0.0001 <0.0001
fenilacetaldehido <0.0001 <0,0001 0.474
y-nonalactona 0.140 0.294 0.658
masoia lactona 0.042 0.977 0.795
B-damascenona 0.057 0.537 0.746
Riesling acetal 0.001 0.008 0.425
TDN <0.0001 0.007 0.106
vitispiranos 0.004 0.008 0.581
a-terpineol <0.0001 0.632 0.664
geraniol <0.0001 <0,0001 0.001
linalool <0.0001 <0,0001 0.001
oxido de linalool <0.0001 0.063 0.346
acetovainillona 0.900 0.657 0.914
vainillina <0.0001 0.771 0.671
4-vinilguaiacol <0.0001 0.103 0.004

4-vinilfenol <0.0001 0.052 <0.0001
guaiacol 0.002 <0.0001 0.802
metoxieugenol <0.0001 0.010 0.094
siringol <0.0001 <0.0001 0.105
eugenol <0.0001 0.768 0.697
cinamato de etilo 0.001 0.001 0.252

3.1.2. Correlacion entre la hidrolisis acelerada y lenta

En téerminos generales, se observaron correlaciones muy buenas y significativas entre
ambos tipos de hidrolisis acida, con coeficientes de determinacion (R?) superiores a 0,9
en 13 compuestos, y superiores a 0,7 en los otros 8 casos, como se puede observar en la
Tabla 2.4.
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Entre los terpenoides, las mejores correlaciones se encontraron para el a-terpineol (R? =
0,9849) y el dxido de linalool (R? = 0,9814), ambos productos finales de la degradacion
de terpenoles. Esto era esperado ya que, en ambos tipos de hidrdlisis, el tiempo de
hidrdlisis, fue mucho mas largo que el tiempo en el cual se observan los niveles maximos
de los dos terpenos mas relevantes, linalool y geraniol, segln lo descrito en el capitulo 1
de esta tesis. A pesar de esto, la correlacion para el geraniol fue alta (R?> = 0,96),
confirmando los efectos que tiene la temperatura en su evolucién y que fueron observados
anteriormente en el capitulo 1 (figura 1.4). Los niveles de a-terpineol fueron notablemente
maés altos a 75°C, lo que concuerda con una mayor degradacion de linalool y otros

monoterpenoles no cuantificados (Maicas & Mateo, 2005).

Es especialmente notable que al correlacionar la concentracion de a-terpineol producida
a 75°C con la suma del a-terpineol liberado a 50°C mas la diferencia de concentraciones
de linalool a ambas temperaturas, la pendiente de la curva de correlacion obtenida fue de

1, lo que respalda que el linalool se transformo principalmente en a-terpineol.

En cuanto a los norisoprenoides, los datos confirmaron que la B-damascenona y el
Riesling acetal estaban bien correlacionados, mientras que el TDN y los vitispiranos
estaban menos correlacionados que el resto de esta familia. Estos resultados simplemente
confirmaron que el tiempo de hidroélisis elegido a 75°C (24 h) fue demasiado corto para

obtener un buen desarrollo de estos compuestos.

Algunos fenoles volatiles, como el eugenol y el metoxieugenol, también podrian
predecirse satisfactoriamente mediante un procedimiento de hidrolisis acelerada. Sin
embargo, el guaiacol solo podria predecirse pobremente, seguramente también debido a
que el tiempo de hidrdlisis a 75°C fue demasiado corto para este compuesto. Finalmente,
como se esperaba, dada su compleja evolucion observada en el estudio del capitulo 1, los
niveles de 4-vinilfenol y 4-vinilguaiacol no podrian predecirse satisfactoriamente a partir
de datos a 75°C. En contraste, los derivados de la vainillina, excepto el syringol, podrian

predecirse de manera mas adecuada, como se muestra en la Tabla 2.4.

La masoia lactona y la y-nonalactona fueron bien predichas por la hidrdlisis a 75°C; sin
embargo, su rango de variacion fue muy corto, excepto una muestra (G6) con niveles
mucho maés altos de ambas lactonas, especialmente de la masoia lactona, lo que podria

sugerir que las uvas de esta muestra habrian sufrido deshidratacion (Pons et al., 2017).
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En el caso de los aldehidos, los niveles encontrados a 50°C fueron en algunos casos
demasiado bajos para ser cuantificados de manera confiable, lo que explica por qué solo
el isovaleraldehido, el isobutanal y el fenilacetaldehido mostraron correlaciones

significativas, mientras que el metional y el 2-metilbutanal no estaban correlacionados.

Finalmente, entre los mercaptanos polifuncionales, el potente odorante 3-
mercaptohexanol se produjo en cantidades similares bajo ambas condiciones de
hidrolisis, confirmando su produccion a partir de FFAs en una hidrdlisis suave, como se
ha descrito previamente en estudios olfatométricos llevados a cabo por Alegre et. al
(Alegre, Sdenz-Navajas, et al., 2020). Los niveles de MH liberados después de 5 semanas
a 50°C aparecieron bien correlacionados con los obtenidos mediante hidrélisis acelerada
después de 24h a 75°C, lo que confirma la validez del ensayo para predecir la liberacion

de este importante odorante a partir de FFAs.
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Tabla 2.4. Correlaciones entre los contenidos de compuestos volatiles para cada FFA en
hidrélisis lenta (50°C durante 5 semanas) e hidrolisis acelerada (75°C durante 24 horas),

se muestra la pendiente, el coeficiente de correlacion (R?) y la significatividad.

Compuestos Pendiente R? p-valor
3-mercaptohexanol 1.0026 0.9779 <0.0001
isobutanal 0.6863 0.7682 0.0002
2-metilbutanal 0.3854 0.4578 0.0157
isovaleraldehido 0.7629 0.9279 <0.0001
metional 0.0971 0.0036 0.8533
fenilacetaldehido 0.6916 0.7940 0.0001
y-nonalactona 1.1394 0.8986 <0.0001
masoia lactona 0.8314 0.9928 <0.0001
B-damascenona 0.7081 0.9358 <0.0001
Riesling acetal 1.3425 0.9616 <0.0001
TDN 1.4791 0.8772 <0.0001
vitispiranos 0.9366 0.8175 0.0001
a-terpineol 0.8232 0.9849 <0.0001
geraniol 0.3083 0.9626 <0.0001
linalool 0.3730 0.9208 <0.0001
oOxido de linalool 1.2766 0.9814 <0.0001
acetovainillona 1.0218 0.9938 <0.0001
vainillina 0.9246 0.9695 <0.0001
4-vinilguaiacol 0.4219 0.4592 0.0155
4-vinilfenol 0.2184 0.2664 0.0858
guaiacol 1.2939 0.7942 0.0001
metoxieugenol 1.3627 0.9127 <0.0001
siringol 1.3594 0.7928 0.0001
eugenol 1.0366 0.9755 <0.0001
cinamato de etilo 0.7049 0.7122 0.0006
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4. Conclusiones

Se analiz6 la composicién volatil de hidrolizados obtenidos de FFASs extraidas de 12 lotes
de uvas Tempranillo y Garnacha. Los hidrolizados de ambas variedades presentaron
cantidades significativas de 3-mercaptohexanol incluso en condiciones de hidrolisis lenta,
lo que confirmd que este compuesto es un constituyente normal de hidrolizados en estas

condiciones de temperatura.

Los hidrolizados de Garnacha y Tempranillo mostraron distintas composiciones,
pudiendo observarse una diferenciacion varietal con ambos tipos de hidrolisis. Las
muestras de Garnacha exhibieron niveles superiores de 3-mercaptohexanol, TDN, masoia
lactona, vinilfenoles, aldehidos de Strecker y terpenoles, mientras que las de Tempranillo
presentaron cantidades superiores de fenoles. La presencia predominante del 3-
mercaptohexanol en los hidrolizados de Garnacha, confirmé su papel conocido en vinos
rosados de esta variedad. También, los aldehidos de Strecker, como el fenilacetaldehido,
fueron superiores los hidrolizados de Garnacha, corroborando la tendencia de esta

variedad a acumular dichos aldehidos.

Los datos de correlacion entre la hidrdlisis lenta y la acelerada mostraron que, en general,
existe una buena correlacion entre ambos tipos de hidrolisis, con coeficientes de
determinacion mayores de 0,9 en 13 compuestos, incluyendo 3-mercaptohexanol, masoia
lactona, f-damascenona, Riesling acetal, derivados de vainillinay algunos fenoles. En los
casos de 4-vinilguaiacol y 4-vinilfenol, debido a su compleja evolucion, la capacidad

predictiva de la hidrolisis acelerada es més limitada.

La hidrolisis acelerada a 75°C representa un buen compromiso para obtener una
representacion satisfactoria del potencial aromatico de la uva en un corto periodo de
tiempo. Aunque algunos compuestos como el guaiacol, podrian ser mas dificiles de
predecir a 75°C y los compuestos labiles, como el linalool y el geraniol, se predicen mejor

a esta temperatura.

En resumen, estos hallazgos sugieren que la hidrdlisis acelerada puede ser un método

vélido para predecir la liberacion de compuestos clave en muestras de vino.
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Capitulo 3

Capitulo 3. Evaluacion de un procedimiento de fermentacion
rapida para la preparacion de muestra en estudios del aroma
varietal producido por hidrélisis acida de precursores

aromaticos

1. Introduccién

Estudios recientes basan la evaluacion del potencial aromatico de la uva en la extraccion
de su Fraccion Fendlica Aromatica (FFA) y su posterior reconstitucion en vino sintético
e hidrolisis acida en anoxia. Este método ha demostrado ser de gran utilidad y
potencialidad (Alegre, Arias-Pérez, et al., 2020; Alegre, Sdenz-Navajas, et al., 2020) y
se ha empleado a lo largo de esta tesis. Sin embargo, este proceso de preparacién de
muestras incluye un paso de extraccién en fase solida en C18 que, ademas de encarecer
el procedimiento, lo hace tedioso y lento, ya que requiere la desalcoholizacion en un
rotavapor y la percolacion de las muestras que puede demorarse en el posible caso de

que se formen mucilagos.

En la basqueda de un método que pueda ser méas conveniente para el estudio del potencial
aromatico de las uvas hemos verificado que es posible la fermentacion en condiciones
aceleradas y que, segln estudios preliminares, ésta no afecta de manera evidente a los
precursores del aroma ni a la produccion de aromas por hidrdlisis (Anexo IlI:
Preevaluacion de la fermentacion répida de mostos de uva para el estudio de los aromas

varietales derivados de hidrdlisis acida de precursores).

La aceleracion de la fermentacion se consigue usando una temperatura mas alta de la
habitual y, sobre todo, una cantidad de levadura muy superior a laempleada normalmente.
Se escogio la levadura QA23 ya que es considerada una cepa fermentativa rapida y

robusta, con una contribucién neutra al aroma del vino.

El objetivo de este trabajo es evaluar la eficacia de la metodologia de fermentacion rapida
en la evaluacion del aroma varietal derivado de precursores tanto frente a la estrategia

basada en la extraccion de FFAs como frente a la vinificacién estandar.

93



Capitulo 3

2. Materiales y métodos

2.1 Preparacion de muestras

Se partié de dos kg de uvas de seis variedades diferentes, cuatro blancas: Riesling,
Gewdrztraminer, Chardonnay y Macabeo, obtenidas de la zona del Somontano y dos
tintas: Garnacha y Tempranillo, que se obtuvieron de la zona de La Rioja. Siguiendo el
procedimiento descrito en la seccion 2.1.1 del capitulo 1 se prepararon seis mistelas

monovarietales.
2.1.1. Preparacion de mistela desalcoholizada

De cada una de estas mistelas monovarietales se tomaron 125 mL para formar una mezcla
de las seis variedades. Esta mezcla se desalcoholizé en un rotavapor hasta alcanzar un
porcentaje de etanol menor del 2%. EI volumen recogido de agua-etanol en la destilacion
en el baldn recolector se midio en una probeta y se afiadid a la mezcla desalcoholizada el

equivalente en agua Milli-Q previamente esterilizada en una autoclave.
2.1.2 Extraccion de la Fraccion Fendlica Aromatica (FFA)

De esta mistela desalcoholizada se tomaron 300 mL y se extrajo su FFA. Para la obtencién
de la misma se realizé una extraccion en Fase solida (SPE) en C18 segun lo descrito por
Alegre et al. (Alegre, Arias-Pérez, et al., 2020) y como se describe en el apartado 2.1.2
del capitulo 1, pero reescalando el proceso para la cantidad de muestra empleada. Los 40
mL de FFA obtenidos se guardaron en congelador hasta su posterior utilizacion en los

analisis cuantitativos.

2.2 Fermentaciones

Se realizaron dos tipos de fermentaciones una estandar y otra rapida, ambas por triplicado
empleando como fermentadores botes de Pyrex de 250 mL con una valvula Muller y un
agitador. La levadura empleada en ambos casos fue Lalvin QA23™ (Saccharomyces
cerevisiae, Lallemand Bio, Barcelona), la cual, previamente fue activada segun las
indicaciones del fabricante. Para la realizacion de cada tipo de fermentacion se tomaron
150 mL de mistela desalcoholizada por cada réplica. Las fermentaciones se realizaron en
agitacion constante a 200 rpm y monitorearon mediante pesajes diarios. Estas se

consideraron terminadas cuando la pérdida de peso entre dos dias consecutivos fue menor
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a 0,1 g. Una vez finalizadas las fermentaciones, los vinos obtenidos se dejaron decantar
durante 6 horas a 4°C. Finalmente, se centrifugaron a 4500 rpm durante 15 minutos, a
10°C en una centrifuga (Allegra™, EE. UU.)

Condiciones fermentacion estandar

En la fermentacion estandar todo el material empleado se esterilizé previamente en una
autoclave (AES-28, Raypa, Espafa). La fermentacidn estdndar se realizé por triplicado y
se llevé a cabo inoculando 30 g/hL de levadura Lalvin QA23™ previamente activada
segun el fabricante. Para ello, en viales de 5 mL se pesaron 0,045 g de levadura seca
(cantidad necesaria para 150 mL de mosto) y se rehidrataron con 0,4 mL de agua estéril
previamente calentada a 37°C. Se dejo activar durante 15 min la levadura. Pasado este
tiempo se afiadieron 2 mL del mosto previamente atemperado a 19°C (que es la
temperatura que se empled) en este tipo de fermentacion y se agité suavemente durante
otros 15 min. Una vez transcurrido el tiempo de activacion, se arrastré todo el contenido
del vial al fermentador que contenia el mosto. El proceso de activacion se hizo por igual
para cada una de las tres réplicas de fermentacion. Los fermentadores se colocaron en una

incubadora a 19°C hasta el final de la fermentacion.
Condiciones fermentacion rapida

La fermentacion rapida se llevé a cabo inoculando 250 g/hL de levadura QA23
previamente activada segun el fabricante y como se describié anteriormente para la
fermentacion estandar. En este caso, se pesaron 0,375 g de levadura seca y se rehidrataron
en 3,7 mL de agua a 37°C, en viales de 7,5 mL. Pasados los primeros 15 min de
rehidratacion se afiadieron 3 mL de mosto previamente atemperado a 28°C (que es la
temperatura que se emple6 en este tipo de fermentacion) y se agité suavemente durante
otros 15 min. Una vez transcurrido el tiempo de activacion, se arrastrd todo el contenido
del vial al fermentador que contenia el mosto. El proceso de activacion se hizo por igual
para cada una de las tres réplicas de esta fermentacion. Los fermentadores se colocaron

en una incubadora a 28°C hasta el final de la fermentacion.
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2.3 Envejecimiento acelerado mediante hidrolisis &cida en anoxia

En el caso de los vinos recién fermentados una vez centrifugados se les ajust6 el pH a 3,5

en cada una de sus tres réplicas.

En el caso de la muestra de FFA, esta se reconstituyd en 300 mL de vino sintético (5 g/L

de &cido tartarico) y luego se ajusto el pH a 3,5.

Cada uno de los tipos de muestras (fermentacion rapida, fermentacion estandar y FFA)
fueron hidrolizadas en anoxia durante varios tiempos: 0, 12, 24 y 96 horas a 75°C para el

posterior analisis cuantitativo del aroma generado.

Para el proceso de envejecimiento andxico acelerado, en la cdmara de anoxia (Jacomex
P-Box T2, Francia), se llenaron los viales correspondientes para el andlisis por cada
método dejando el minimo espacio de cabeza. Para cada uno de los fermentados se realizo
un andlisis por cada réplica de fermentador y tiempo de hidro6lisis. Para la FFA, se hicieron
dos réplicas por cada tiempo. Los viales cerrados y divididos por tipo de muestra 'y tiempo
se colocaron dentro de una bolsa plastico termosellada (Coimbra Pack, S.L, Zaragoza,
Espafia), certificadas con permeabilidad al oxigeno (valor medio de 9 cm3/(m?-dia).
Luego, esta primera bolsa se colocé dentro de otra del mismo tipo y entre ellas se afiadio
carbon activado con un eliminador de oxigeno (AnaeroGenTM de ThermoScientific,
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) como describe Vela et al. (Vela et al., 2017).
Las muestras de to una vez fuera de la camara de anoxia, se almacenaron en nevera a 4°C
hasta su analisis, mientras que las muestras ti2, taay tos fueron incubadas durante 12, 24y
96 horas a 75°C en una estufa (Memmert GmbH, Alemania), respectivamente. Una vez

terminado el proceso de incubacion se almacenaron también a 4°C hasta su analisis.

2.4 Evaluacién del aroma generado en la fermentacion y luego por hidrodlisis acida

Para la evaluacion del aroma en cada una de las tres muestras se evaluaron los compuestos

del aroma por tres métodos diferentes que se describen a continuacion.
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2.4.1 Cuantificacion de compuestos mayoritarios

En los vinos recién fermentados (to), se evaluaron los compuestos mayoritarios del vino,
incluyendo diversos compuestos carbonilicos, alcoholes superiores y sus acetatos, asi
como &cidos grasos volatiles y sus ésteres etilicos. Este analisis se llevd a cabo siguiendo
el método descrito por Ortega et al. (Ortega et al., 2001), con ciertas adaptaciones. Para
ello, inicialmente se afiadieron 38 pL de una solucion de estandares internos (2-octanol,
4-metil-2-pentanol, heptanoato de etilo y acido heptanoico, a una concentraciéon de 30
mg/L cada uno) a cada una de las muestras de vino en un matraz de 5 mL. Luego, en un
tubo de centrifuga roscado de 10 mL, se afadieron 2,7 mL de la muestra con los
estandares internos, 6,3 mL de agua Milli-Q, 4,1 g de sulfato de amonio (Sigma-Aldrich,
Alemania) y 250 pL de diclorometano. Esta mezcla se agitod horizontalmente durante 90
minutos utilizando un agitador Promax 1020 (Heidolph, Alemania). Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos en una centrifuga Centro-8-BL
(J.P. Selecta, Espafia). Finalmente, se extrajeron 100 uL de la fase organica utilizando
una jeringa y se transfirieron a un vial de inserto de 200 pL. El analisis se llevo a cabo
utilizando un cromatdgrafo de gases Varian CP-3800 (Palo Alto, EE. UU.) equipado con
un detector de ionizacién de llama (FID). Se utiliz6 una columna ZB-WAX (30m de
longitud, 0,32mm de diametro, con un espesor de 0.5 mm) suministrada por Phenomenex
(Torrance, EE. UU.), la cual estuvo precedida por una pre-columna sin revestimiento (3m
x 0,53mm de didmetro interno). El programa de temperatura del horno se inici6 a 40°C
durante 5 minutos y luego se aument6 a 3°C/min hasta alcanzar 200°C. Se empled
hidrégeno como gas portador a un flujo de 3 mL/min. Se inyectaron 3 pL del extracto en
modo split, utilizando un flujo de 30 mL/min. Las &reas de los picos de los analitos se
normalizaron en relacion con los del estandar interno correspondiente y se convirtieron
en concentracion mediante un factor de respuesta obtenido al analizar un vino sintético
calibrado. Este vino se prepard con &cido tartarico (4 g/L), etanol (13%, v/v), glicerina
(10 g/L), quinina (7 g/L), goma arabiga (70 g/L), acido tanico (100 g/L) y se ajusto su pH
a 3,5. Los patrones analiticos empleados para la cuantificacion se muestran en la tabla A4

del Anexo I.
2.4.2 Cuantificacion de compuestos minoritarios y trazas

Los compuestos minoritarios y trazas fueron evaluados tanto en la FFA reconstituida en

vino sintético como en los vinos recién fermentados (to). Ademas, en los hidrolizados
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tanto de FFA como de los vinos envejecidos mediante hidrélisis acida en anoxia a 75°C,
durante 12 (ti2), 24 (ta) y 96 horas (tes). El tratamiento de las muestras se realizo
siguiendo el método descrito por LOpez et al. (Lopez et al., 2004) y el método de GC-
MS seguido fue el descrito por (Oliveira & Ferreira, 2019) como se describe en el la

seccion 2.3.1 del capitulo 1.
2.4.3 Cuantificacion de mercaptanos polifuncionales

También se analizaron los mercaptanos polifuncionales que fueron evaluados tanto en la
FFA reconstituida en vino sintético como en los vinos recién fermentados (to) y a las 96h
de envejecimiento acelerado de cada uno de los tres tipos de muestras (tes), siguiendo el
método descrito por Vichi et. al (Vichi et al., 2015) con las modificaciones descritas en
el apartado 2.3.2 del capitulo 1.

3. Resultados

Este capitulo se enfocd en la evaluacion de una metodologia de fermentacién répida de
mistelas, seguida de hidrolisis acida en anoxia, como método para analizar el potencial
aromatico de las uvas de vinificacion y en la comparacion con otras metodologias de
preparacion de muestra como la hidrolisis directa de FFAs o tras su fermentacion
siguiendo un procedimiento estandar. Primeramente, se prepar6 una muestra combinando
seis mistelas monovarietales de diferentes variedades de uva en igual proporcion. El
objetivo era obtener una muestra representativa y diversa de precursores aromaticos para

el estudio.

A partir de esta mistela y tras su desalcoholizacién, por un lado, se extrajo su FFA 'y, por
otro, se llevaron a cabo dos tipos de fermentaciones, cada una por triplicado. La primera
se realizd en condiciones estandares de fermentacién, mientras que la segunda,
denominada "rapida”, se llevd a cabo a una temperatura mas alta y con una cantidad
mayor de levadura que lo habitualmente empleado en las vinificaciones, como se recoge
en el apartado 2.2. de este capitulo. Como era de esperar la fermentacion fue mas réapida
a alta temperatura, ya que, mientras a la fermentacion rapida le costé s6lo 3 dias llegar a
su fin, la fermentacion estandar tard6 7 dias en terminar. El corto tiempo de la

fermentacion rapida coincide con lo observado en el experimento preliminar y se debe
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atribuir tanto a la mayor temperatura de fermentacion (Molina et al., 2007) como a la

mayor cantidad de levadura sembrada.

3.1 Evaluacién del aroma generado por hidrdlisis acida de fermentados y FFAs

reconstituidas

Se analiz6 el aroma generado en los hidrolizados en anoxia a 75°C tanto de los
fermentados como de la FFA reconstituida a cuatro tiempos: 0, 12, 24 y 96 horas. En el
aroma se determinaron tanto compuestos fermentativos como varietales empleando tres
métodos analiticos diferentes. Los aromas varietales se presentaran y discutiran en primer

lugar, dada su mayor relevancia en el presente trabajo.
3.1.1 Aromas varietales

Una vez cuantificados estos aromas por los métodos descritos en los apartados 2.4.2 y
2.4.3, se realiz6 un ANOVA de un factor empleando los tres tipos de muestra
(fermentacion rapida, fermentacion estandar y FFA) como niveles, a cada tiempo de
andlisis, para evaluar si existian diferencias significativas entre estos tratamientos.
Ademas, se realizo una prueba de Tukey para saber exactamente entre qué tratamientos
se observaban estas diferencias. En la tabla 3.1 se muestra el resultado de estos analisis y

en rojo se dan los valores significativos (p-valor < 0,05).
Para todos los tiempos de analisis resultan significativos los siguientes compuestos:

e Derivados de la vainillina: acetovainillona y siringaldehido

e Fenoles volatiles: m-cresol, isoeugenol, eugenol, 4-vinilguaiacol, 4-vinilfenol y
metoxieugenol

e Terpenos: cineol, 6xido de rosa, B -citronelol y geraniol

e y-nonalactona

e [(-damascenona

e Mercaptanos polifuncionales: acetato de 3-mercaptohexilo 3-mercaptohexanol,
bencilmercaptano y 4-mercapto-4-metil-2-pentanona (analizados solo a tiempos
0y 96 horas de hidrolisis).

A continuacién, se analizan estas diferencias en detalle.
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Tabla 3.1 Concentraciones promedio (ug/L) y desviaciones estdndares (n=3 para los fermentados y n=2 para la FFA) de los aromas minoritarios, trazas y
mercaptanos polifuncionales analizados en los tres tiempos de analisis para cada tratamiento. Resultados del ANOVA de 1 factor (tratamiento) y prueba de Tukey
en cada tiempo de analisis para los tres tratamientos de muestra*. Diferentes letras significa que pertenecen a diferentes grupos en la prueba Tukey.

t0 t12 24 t96
Compuestos F. F. . F. . F. F. i
FFA rapida | estandar p-valor FFA F. rapida estandar p-valor FFA F. rapida estandar p-valor FFA rapida F. estandar | p-valor
- 262+ | 47= 19+29 | 65+032 | 88+0.89 17+ 4,49E-
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03L+ | 054z 06l+ 029+0049 | 057 062+ 0284+ | 059+ 075+ 0305+ | 0.71% |0.88+0057 | 4.27E-
eugenol 0.041b | 0.068a | 00s6a | 012503 b 0.046a | 0015a | *°5%% | goosc | 0017b | 0022a | 3%E06 | ho0s5¢ | 0.02b a 05
) 0207+ | 0.059% | 0042¢ 0174+ 0081+ | 0.066+ 022+ | 016¢ 015+ 009« | 02% 8,06E-
etilfenol 0.0048a | 0.0028b | 0.0038¢ | “*°F07 | poos2a | 0.0095b | 0.0068b | 2000 | 0024 0.022 0025 | 2OB02 1 5011 | gos | 02%0051 | Ty
N 065+ | 688+ 43| 1495+58 15+ 792+ | 387+ 3,14E-
4-vinilguaiacol 0.048 ¢ b a 8,69E-07 | 10+25c |368+18b | 678+37a | 3,03E-06 0.34c 301+10b | 471+23a | 1,86E-06 094b 142 383+15a 06
— 042+ | 16+ 101+ 98+ 398+ 5,10E-
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0.5499 =
. 07+ |06+0054 124019 | 126+ 15+0.19 21+ | 49+ 9,34E-
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vitispiranos n.d. nd. n.d. - 47+086 | 44+078 | 38+05 | 413E-01 1%151' 13+2.4 13'341' 1,65E-01 | 42+29 524; 47+ 10 2’%‘;5
- 272+ 6.2+ 8+ 6,81E-
Riesling acetal n.d. n.d. n.d. - 15+0.18 | 15+0.15 | 1.4+0.11 | 6,21E-01 0.032 32+023 | 31+0.12 | 5,81E-02 013 b 0.38a 85+0.19a 04
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Tabla 3.1 Concentraciones promedio (ug/L) y desviaciones estdndares (n=3 para los fermentados y n=2 para la FFA) de los aromas minoritarios, trazas y
mercaptanos polifuncionales analizados en los tres tiempos de analisis para cada tratamiento. Resultados del ANOVA de 1 factor (tratamiento) y prueba de Tukey
en cada tiempo de analisis para los tres tratamientos de muestra*. Diferentes letras significa que pertenecen a diferentes grupos en la prueba Tukey.

t0 t12 24 196
Compuestos F. F. . F. . F. F. i
FFA rapida | estandar p-valor FFA F. rapida estandar p-valor FFA F. rapida estandar p-valor FFA rapida F. estandar | p-valor
034+ 16+029 | 22+026 | 15+023 43+ B2+ | 47+ 1,63E-
TDN ndb | ot | ndb | 147E-05 " i D 291802 | b | 612 | 552075 | 228601 | 2T | 0% | 42%17b 02
06l | 032+ 702t | 7.5+024 82+01|78+079 | 9.6+048 79+ | 9+03 5,42E-
B-damascenona n.d.c 0.067 a 0019 b 6,62E-05 | 6.9+0.11b 0.088 b a 2,87E-02 ab b a 3,37E-02 034b a 9.4+0.23a 03
iy 0185+ | 06+ 071+ 0361+ 058+ 0.86 + 042+ |06+011| 085+ 031+ | 059+ | 0.83£002 | 2,64E-
oxidoderosa | 5051 h | 0.075a | 0.096a | VB0 | oo049c | 0036b | o0028a | 21905 | 0oo1p b 0.043a | SMEO 1 g014¢ | 0.022b a 06
- ) 090+ 0.86+ 663+ |89+071 | 94+022 275+ | 34+ 9,75E-
6xido de linalool | nd.b | JRE | JO0F | 448E-04 | 424062 | 474045 | 45+037 | 506E-01 | 00 i . 310603 | fo% | P'% | 39+38a o
dividromircenol | nab | 04785 | 038% oo 0288 | oo 0| 0087x | oo | Res | 020x | 025% | goop | 043x | e 0071x | 207E-
0. 0.0069a| 0025a | ™ 0.0067 S0 00089 | : 0.058 0.019 ’ 0013a | o, 0.0055 b 03
. 0186+ | 38+ 158+ 26+ 21+ 2453+ | 27+19 | 293%06 1497+ | 204+ | 226+024 | 131E
linalool 00032¢c | 021a | 0017p | 2ME06 | 2122092 44 064 | 22011 030y ab a 2218021, 647¢ | 0.073b a 07
. 032+ | 0193+ 59+ |74%075| 74%0.18 1625+ | 209+ | 21.4+083 | 6,02E-
a-terpineol ndc | goria | ooosap | 220E-07 | 35046 | 37035 (33021 | 501E-01 | oot ! o 400E-02 | oot | Seas . ”
) 065+ | 105% 0370075 | 9.6+038 | 53058 043+ 49+0.72 024+ | 44+ 2,04E-
p-citronelol voere | oona | 6+045b | 143806 . i ) BOTE-06 | ool | 9+34a o L70E02 | oot | Y | 3£036b o4
237+ | 36+ | 31+016 2720027 | 32+012 | 3+012 277+ 333+ 13+ | 223+ | 2555+ | 7.40E-
nerol 0.055¢ | 0.11a b e b a ab LOBE-02 | 579y | 32202a] (agy | BSE02 1 g | go2b | 0.0065a 05
geraniol e | oot | 178059 agsE0s | 0101 J20s11a | 220 lopapon | 2000 | 21100 | 242110 | 2a7E02 | T20F | 100F | 20s1a | 2O0E
acetato de 3- 298 + 18 53 147 + 2,51E-
mercaptohexilo nd.c b 3Blxl3a EEEE 045¢ 15b 304+24a 05
3 21+17 2181+ | 1283+ | 4296+ 270 | 2,54E-
mercaptohexanol nd.c a 115+8.2b |gORHEE 210b 110c a 05
: 015+ 049+ | 23+ 4,97E-
bencilmercaptano n.d. b nd.b 001la 2,61E-06 0034b | 032a 23+0.12a 04
” 164% | 108+ 1,09E-
furfuritiol n.d. n.d. n.d. - 0.041 ¢ 13b 210+ 23a 04
4-mercapto-4-
: 043+ | 037+ 085+ | 23+ 8,26E-
metil-2- ndb | o504 | 00a9a | 329E04 0067¢c | 04b |35%03La} "o,
pentanona

n.d.: no detectado
*Los mercaptanos polifuncionales (4-mercapto-4-metilpentanona, acetato de 3-mercaptohexilo, 3-mercaptohexanol, furfuritiol y bencilmercaptano) solo se analizaron a t0 y t96
Yy Su concentracion esta expresada en ng/L.
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Derivados de la vainillina

En la figura 3.1 se puede observar la evolucion con el tiempo de los tres derivados de la
vainillina estudiados. En ellas puede observarse que la fermentacion tiene un importante
efecto sobre los niveles, y en algunos casos también, sobre la evolucién de los tres
componentes. En el caso de la acetovainillona, la FFA contuvo niveles muy inferiores a
los alcanzados en ambos fermentados durante todo el envejecimiento. Estos dos Gltimos
no mostraron diferencias significativas. Estas diferencias eran previsibles, dado que en
estudios previos ya se ha acreditado que la acetovanillona es mayoritariamente producida
durante la fermentacion (Denat et al., 2021). Es de observar que no parece producirse un
precursor glicosidico de este componente, ya que no hay acumulaciéon del mismo durante

la hidrolisis.

Por el contrario, la FFA contiene niveles superiores tanto de siringaldehido como de
vainillina. En el primer caso, la diferencia se mantiene durante todo el envejecimiento,
mientras que, en el segundo caso, los niveles de vainillina de los fermentados van
convergiendo con los observados en la FFA. Las diferencias entre los fermentados son
significativas en algun punto, pero en todos los casos son muy pequefias. Es también muy
Ilamativo que, en ambos casos, siringaldehido y vainillina, la FFA tiene niveles altos en
el punto 0, lo que indica que la molécula libre ya existia en la mistela desaromatizada y
sugiere que ambas moléculas son transformadas durante la fermentacion. La hidrolisis
acida del precursor con acumulacion del aroma, solo se observa con claridad en las

muestras fermentadas.

Tanto el siringaldehido como la vainillina pueden ser producidos por la degradacion de
la lignina (Baldwin et al., 1967) y son moléculas que contribuyen al aroma de vinos
envejecidos en barricas de roble (Fernandez de Simon et al., 2003; Jarauta et al., 2005).
Sin embargo, las uvas contienen precursores capaces de liberar niveles significativos de
estos compuestos, aunque estos niveles no pueden igualar a aquellos liberados por

algunos tipos de barricas (Ferreira & Lopez, 2019).

En cualquier caso, los resultados muestran que la FFA no es un medio apropiado para
evaluar la capacidad de liberacion de acetovainillona y que la fermentacién rapida no da

resultados diferentes de la estandar.
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Derivados de la vainillina

acetovanillone syringaldehyde vanillin
125+

\ -
\‘ fermentation
A\ r
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Fig. 3.1. Liberacion de los derivados de la vainillina en el tiempo en la FFA (PAF), la

fermentacion rapida (fast) y la fermentacion estandar (estandar)

Fenoles

Respecto a los fenoles, como se observa en la figura 3.2, los niveles en la FFA son
claramente menores en practicamente todos los casos (excepto etilfenol, guaiacol y
siringol), mientras que las muestras fermentadas siguen evoluciones bastante paralelas, si
bien con diferencias iniciales relevantes en los niveles de vinilfenoles. En efecto, los
vinilfenoles se producen mas a toen la fermentacion estandar que en la rapida, mientras
que en la FFA a to apenas se producen. Esto se debe a que, ademas de los precursores
aromaticos, la levadura juega un papel fundamental en su formacion mediante la
descarboxilacién de los &cidos cumarico y ferdlico presentes en las uvas a través de la
cinamato decarboxilasa (Chatonnet etal., 1992). Respecto a la evolucion de los
vinilfenoles con la hidrolisis en el tiempo, en la FFA se observa un continuo incremento
en la concentracion probablemente debido a la hidrdlisis de sus precursores. Este
comportamiento difiere de la evolucion seguida en ambos fermentados, en los que se
observa una disminucién. Es evidente que los procesos de degradacion de vinilfenoles en
los fermentados son predominantes, este fendmeno no es sorprendente debido a la alta
reactividad quimica de estos compuestos que son fuertemente electréfilos y por tanto
reaccionaran con especies nucledfilas como mercaptanos y sulfito (Denat et al., 2022). Es
destacable que, aunque los niveles producidos en la fermentacion estandar en to son
significativamente mayores a los de la fermentacion rapida, la degradacion es mayor,

Ilegando a alcanzar niveles similares a las 96h en ambos fermentados.
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Los niveles de eugenol, isoeugenol y metoxieugenol presentan perfiles similares que se
caracterizan por una menor acumulacion en el hidrolizado de FFA. Esto podria sugerir, 0
bien que algunos de sus precursores se pierdan en la extraccion con C18 que se realiza en
la obtencion de la FFA, o bien y menos probable, que durante la fermentacion se generen

mas precursores.

Los niveles a to de 4-etilfenol en la FFA, que es un compuesto presente en muy bajas
concentraciones, a diferencia del resto de esta familia, son mayores que en los
fermentados. Ademas, mientras la evolucion en los fermentados durante la hidrélisis
consiste en un incremento, en la FFA decrece. Dadas las condiciones del experimento, se
puede descartar su formacion a partir de la reduccion del 4-vinilfenol por la accion de la

enzima vinilfenol reductasa (Chatonnet et al., 1992).

Fenoles
ethylphenol eugenol guaiacol
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020~ 08~ 75-
0.15- 06- 50-
0.10- 04- 25-
0.05 H‘ A
3 = b —A
0.0~
v ' ' ' ' ) . ' . ' v ' ' ' '
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
isoeugenol m_cresol methoxyeugenol
6
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" 4
I
0.20- 4 //
10
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| [ 2-
~ s 0.10- :
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2 0-
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©
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Fig. 3.2. Liberacion de los fenoles volatiles en el tiempo en la FFA (PAF), la

fermentacion rapida (fast) y la fermentacion estandar (estandar)

104



Capitulo 3

Terpenos:

Respecto a los terpenos, se observa en la figura 3.3 que la evolucion en la hidroélisis es
practicamente la misma. Se observa también en todos los casos que los niveles alcanzados
en la FFA son menores que en los fermentados, especialmente para citronelol y 6xido de

rosa, aunque las concentraciones en este ultimo son muy bajas.

En el vino joven (to), las cantidades liberadas de estos compuestos en los fermentados son
significativamente mayores que en la FFA, lo que hace suponer que en ambos casos la
levadura ha actuado sobre los precursores de estos aromas, liberandolos mediante
hidrolisis enzimatica. Sin embargo, a medida que ocurre la hidrdlisis en el tiempo, los
niveles de la FFA no llegan a alcanzar nunca los de los fermentados, lo que pudiera sugerir

que durante el proceso de extraccion en C18 se pudieran perder parte de estos precursores.

La evolucion global de los terpenos confirma lo obtenido en experimentos previos. Existe
un oOptimo de liberacion que es funcion del tiempo (y de la temperatura) como
competencia entre los procesos de liberacion por hidrélisis y degradacion por la
temperatura. Por ejemplo, en el caso de linalool se observa el éptimo a 24h, mientras que
en su oOxido de linalool el crecimiento es continuo desde cero al inicio, debido a su
produccion por degradacion del linalool. Lo mismo sucede con el a-terpineol que es un

producto de degradacion de los otros terpenos.
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Terpenos

citranedlal geraniol linakool

fermantation

—— fast
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Fig. 3.3. Liberacién de los terpenos en el tiempo en la FFA (PAF), la fermentacion

répida (fast) y la fermentacion estandar (estandar)

Norisoprenoides:

Otra familia importante de aromas son los norisoprenoides que tienen un gran nimero de
precursores diferentes (Ferreira & Lopez, 2019). En este caso, se observa en la figura 3.4
que la evolucién en el tiempo es practicamente la misma e incluso los niveles alcanzados
son similares en algunos casos, sobre todo entre ambos fermentados. Quizas la diferencia
mas notoria comienza a observarse a partir de las 24h de hidrolisis, sobre todo en el
Riesling acetal y el TDN, donde o bien la velocidad de la hidrdlisis en la FFA es menor
0 lo es el contenido de precursores en esta, debido a la posible pérdida de algunos

precursores en la extraccion de la misma.
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Norisoprenoides

damascenona riesling_acetal

fermentation
25 50 75 100 0 25 50 75 100 —o= fast
TDMN vitispirane 4= PAF

—#- standard

concentration (ug/L)
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Fig. 3.3. Liberacion de los norisoprenoides en el tiempo en la FFA (PAF), la

fermentacion rapida (fast) y la fermentacion estandar (estandar)

Lactonas:

Aunque la existencia de precursores glicosidicos para estas lactonas no ha sido
demostrada explicitamente, hay autores que describen su presencia en hidrolizados de la
fraccion de precursores (Alegre, Séenz-Navajas, etal., 2020; Loscos etal., 2009;
Sanchez-Acevedo et al., 2024). Es por ello que quizas no se deba descartar la presencia
de precursores glicosidicos de los correspondientes hidroxiacidos, que generen estas
moléculas (Ferreira & Lopez, 2019).

En la figura 3.4 se observa la liberacion de ambos compuestos en el tiempo. En la FFA,
la y-nonalactona se mantiene préacticamente constante en el tiempo y en niveles muy bajos
respecto a aquellos encontrados en los fermentados, lo que sugiere que este compuesto

tiene una importante influencia de la fermentacion en su formacién. Estos resultados
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coinciden con los encontrados por Loscos et al. (Loscos et al., 2007) y con los de Denat
(Denat, 2022), que sugiere que el tipo de levadura también tiene influencia en su
formacion. Respecto a la masoia lactona los niveles en la FFA y los fermentados son
similares y variables durante la hidrdlisis, registrando un aumento del doble desde el to a
las 96h de hidrdlisis.

Lactonas

massola_lactone nenalactone

fermentation
fast
A~ PAF

—#- standard

concentration (ug/L)
P

e

0 25 50 75 100 a 25 50 75 100
time (hours)

Fig. 3.4. Liberacién de las lactonas en el tiempo en la FFA (PAF), la fermentacion

rapida (fast) y la fermentacion estandar (estandar)

Mercaptanos polifuncionales:

Los mercaptanos polifuncionales solo fueron estudiados a dos tiempos to y tes. El 3-
mercaptohexanol (MH) y la 4-mercapto-4-metil-pentanona (MP) en los fermentados a to
se encuentran en cantidades apreciables. Los precursores mayoritarios de estos
compuestos estan formados por uniones con moléculas de cisteina (Tominaga et al.,
1998), glutation (Des Gachons et al., 2002; Fedrizzi et al., 2009) y, especificamente para
el MH, cisteina-glicina (Capone et al., 2011) y y-glutamil-cisteina (Bonnaffoux et al.,
2017). Las levaduras son capaces de liberar solo una pequefia fraccion de precursores a
través de la actividad carbono-azufre B-liasa durante la fermentacion. Existen también
otras rutas de generacion, menos estudiadas. Harsh et al. (Harsch et al., 2013) sefialan al
(E)-2-hexenal como posible precursor del MH, por la reaccién con el H2S o bien con otros

compuestos que aporten el grupo tiol.

Como se puede observar en la figura 3.5 y en la tabla 3.1, la FFA no presenta niveles
detectables de ninguno de los compuestos de este grupo, hasta que no es sometida al

proceso de hidrolisis. Una vez hidrolizada, la FFA presenta los niveles més bajos, a
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excepcion del (MH), donde el nivel alcanzado es incluso mayor que el de la fermentacion

répida.

Destacan también los niveles muy bajos de acetato de 3-mercaptohexilo (MHA) vy
furfuriltiol (FFT) en la FFA. Se ha demostrado que, durante la fermentacion, el MHA se
forma a partir del MH por la accion de la alcohol acetiltransferasa formadora de ésteres
de levadura, codificada por el gen ATF1 (Swiegers et al., 2006), lo que justifica su

presencia en mayores niveles en los fermentados que en la FFA.

Por su parte el FFT, se puede formar en vinos envejecidos en barricas de madera por la
reaccion quimica directa entre el furfural, proveniente de la barrica y el sulfuro de
hidroégeno (H2S) formado durante la fermentacion (Blanchard et al., 2001), pero en este
caso no se uso barrica en la fermentacion. También podria formarse a partir del furfural
en presencia de fuentes de azufre como la L-cisteina o el H2S (Shibamoto & Russell,
1977). Se ha sugerido también un origen fermentativo en el Baijiu?, donde se genero este
compuesto con el furfural y la L-cisteina como precursores (Zha et al., 2017). Todo ello
pudiera justificar el bajo nivel de FFT en la FFA, donde tanto los niveles de cisteina como
de H2S son muy bajos, producto de la extraccion en C18 y por la falta de la accion de la

levadura.

El origen del bencilmercaptano (BM) no es del todo conocido, pero se pudiera formar por
la reaccion entre el benzaldehido y el H2S, como sucede con el FFT, lo que justificaria su

presencia en mayor cantidad en los fermentados.

En la fermentacion répida, a excepcion del BM, no se producen los mismos niveles a 96h

que los alcanzados en la fermentacion estandar.

LEl Baijiu es una bebida alcohdlica tradicional china que se destila principalmente a partir de granos como
el arroz, el maiz, el trigo o la cebada y que se produce mediante un proceso de fermentacion, destilacion y
envejecimiento que puede variar segln las regiones y las técnicas utilizadas.
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Mercaptanos polifuncionales
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Fig. 3.5. Liberacidn de los mercaptanos polifuncionales en el tiempo en la FFA (PAF),

la fermentacion rapida (fast) y la fermentacion estandar (estandar)

Anélisis de Componentes Principales (PCA)

En la figura 3.6 se muestra el PCA obtenido en la comparacién de los tres tipos de
tratamiento de muestras: FFA, fermentaciéon réapida y fermentacion estandar, solo
incluyendo aquellos compuestos de mayor importancia para el estudio de los precursores
del aroma.

A modo de confirmacion de lo que habiamos analizado anteriormente, se observa, que la
FFA se distingue totalmente de ambos fermentados y se encuentra separada,
fundamentalmente, por el eje PC2. Por otro lado, el eje PC1, separa las muestras por el
tiempo de hidrolisis, donde las muestras mas diferentes son todos los hidrolizados a 96h,
especialmente por los altos contenidos de TDN, Riesling acetal, vitispiranos, 3-
mercaptohexanol, 4-mercapto-4-metil-2-pentanona y algunos fenoles como guaiacol,
siringol y metoxieugenol. Los Unicos compuestos que destacan en las muestras de FFA a
las 96h de hidrdlisis, son precisamente vainillina y siringaldehido, los cuales serian mejor

determinados con esta matriz.
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Por otro lado, aunque los fermentados son muy similares entre si, se observa la mayor
diferencia en la generacion de algunos mercaptanos polifuncionales, en particular el MH
y el MHA, donde se producen niveles méas bajos en la fermentacion rapida. Esto ocurre
incluso después de la hidrdlisis acida, lo que sugiere que, en la fermentacién estandar, ya
sea debido a la cantidad de levadura utilizada o a la temperatura, la metabolizacion de los
precursores conocidos de estos compuestos, mencionados anteriormente, podria ser mas

factible que en la fermentacion rapida.
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Fig.3.6. Analisis de Componentes Principales (PCA). A la izquierda: Distribucion de cada tratamiento de muestra a los cuatro tiempos estudiados.
FFA (PAF), fermentacion rapida (fast) y fermentacion estandar (standard). A la derecha: Distribucion de los compuestos aromaticos por familias.
Las familias se dividen en NOR: norisoprenoides, PHENOL: fenoles, TERPENE: terpenos, VAN D: derivados de la vainillina y PFM: mercaptanos

polifuncionales
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3.1.2. Estudio de los aromas mayoritarios

Aunque la formacion de la mayor parte de estos aromas en el vino esta directamente
asociada al proceso de fermentacion y por tanto no son claves para el estudio de
precursores del aroma, se realiz6 una evaluacion de estos en ambas fermentaciones para

entender las principales diferencias introducidas por la fermentacion rapida.

En la tabla 3.2 se muestran las concentraciones obtenidas a to para cada uno de los
compuestos analizados por el método descrito en el apartado 2.4.1 de este capitulo y
ademas otros compuestos, especificamente ésteres, que a pesar de que se analizaron por
el método de minoritarios y trazas (apartado 2.4.2), precisamente por ser productos de
fermentacién se comentaran en este epigrafe. También, en esta tabla, se muestra el
resultado de la prueba ANOVA de un factor que se realizo para evaluar las diferencias

significativas entre los niveles obtenidos de estos compuestos en cada fermentado.

Como cabia esperar, dada la disparidad en cantidad de levadura y temperatura, las
fermentaciones produjeron cantidades significativamente diferentes en ambos
fermentados para casi todos los compuestos, a excepcion de tres alcoholes (butanol,
alcohol isoamilico y alcohol bencilico), dos acetatos (acetato de isobutilo y acetato de -
feniletilo) y un éster etilico (2-metilbutirato de etilo). Es llamativo que, en general, los
volatiles cuyo origen es el metabolismo de los aminoacidos se encuentran en mayores
cantidades en la fermentacion répida, mientras que aquellos cuyo origen es el

metabolismo de los lipidos predominan en la fermentacion estandar.
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Tabla 3.2. Concentraciones promedio (mg/L) y desviaciones estdndares (n=3) de los
aromas mayoritarios analizados en cada fermentado a tiempo t0. Resultados del
ANOVA de un factor.

Compuestos Fermentacion rapida | Fermentacién estandar | p-valor
acetaldehido 8.93+0.88 0.97 £0.06 0,0001
acetato de etilo 69.9+2.3 945 +8.9 0,0098
acetato de hexilo 0.00689 + 0.00117 0.00976 + 0.00065 0,0205
acetato de isoamilo 3.57+0.16 5.99 +£0.76 0,0057
acetoina 3.09+0.14 0.248 +£ 0.021 0,0000
acido acético 432 + 24 283+ 25 0,0018
acido butirico 1.25+0.04 1.49 +0.09 0,0107
acido decanoico 0.672 + 0.056 1.33+£0.23 0,0082
4cido hexanoico 1.51 +0.02 2.99 +£0.03 0,0000
acido isobutirico 3.51+0.18 0.754 £ 0.049 0,00001
acido isovalérico 1.82+0.11 0.982 +0.139 0,0013
acido octanoico 2.01 £0.06 5.03+0.34 0,0001
alcohol bencilico 0.785 + 0.004 0.818 +£0.049 0,3169
alcohol isoamilico 178 £3 189+ 14 0,2570
butanol 1.14£0.03 1.04 £0.13 0,2831
butirato de etilo 0.137 +0.003 0.247 £ 0.041 0,0093
butirolactona 0.669 + 0.022 0.405 +0.024 0,0001
decanoato de etilo 0.13+£0.01 0.297 + 0.019 0,0001
diacetilo 0.346 + 0.033 0.198 £ 0.01 0,0017
feniletanol 15.2+0.3 114+04 0,0002
hexanoato de etilo 0.26 £0.02 0.728 + 0.057 0,0002
hexanol 0.0635 + 0.0035 0.048 + 0.004 0,0089
isobutanol 419+1.6 23.1+1.8 0,0002
lactato de etilo 0.58 £0.03 0.365 + 0.047 0,0025
metionol 1.13 £0.07 0.411 +0.038 0,0001
octanoato de etilo 0.257 + 0.017 0.806 + 0.052 0,0001
propanoato de etilo 0.109 £ 0.004 0.0654 +0.010 0,0022
succinato de dietilo 0.0665 + 0.004 0.0266 + 0.0062 0,0007
isobutirato de etilo* 10+1.4 2.7+0.43 0,0008
acetato de isobutilo* 45+5.6 38.3+0.99 0,1135
2-metilbutirato de etilo* 0.28 £0.031 0.27 £0.041 0,7893
isovalerato de etilo* 1+£0.11 0.5+0.11 0,0076
leucato de etilo* 5.6 £0.44 2.8+0.54 0,0021
acetato de de B-feniletilo* 300 + 41 359+ 11 0,0733

*Esteres analizados con el método de minoritarios y trazas (apartado 2.4.2). Sus concentraciones

aparecen expresadas en ug/L
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En general, la fermentacion rapida produce niveles superiores de los carbonilos:
acetaldehido, acetoina y diacetilo, de los isoacidos: isobutirico e isovalérico y de
alcoholes como metionol, feniletanol e isobutanol. Estos alcoholes y acidos son
producidos por la levadura a través de la via de Ehrlich a partir de los aminoacidos valina,
leucina, isoleucina, fenilalanina y metionina (Ehrlich, 1907). Los aminoacidos primero
son transaminados en a-cetoacidos, descarboxilados en aldehidos y luego reducidos en
alcoholes, o alternativamente, oxidados en &cidos, dependiendo del estado redox de la

célula.

Por su parte, la fermentacion estandar produce niveles superiores de acetatos,
especialmente acetato de etilo y de isoamilo. La levadura puede transformar alcoholes
superiores producidos a través de la via de Ehrlich en acetatos, mediante una
esterificacion intracelular catalizada enzimaticamente por acetiltransferasas, que

requieren acetil-CoA (Nordstrom, 1962).

También induce niveles superiores de ésteres etilicos de cadena lineal. Estos se forman
mediante la condensacion enzimatica entre acido graso-CoA vy etanol (Ramey & Ough,
1980). Ya que los acidos grasos son inhibidores de la fermentacion, las levaduras S.
cerevisiae pueden formar ésteres etilicos como un mecanismo de desintoxicacion, y
probablemente también como semioquimicos para comunicarse con otras especies. Los
acidos grasos de cadena corta (C2-C4) y de cadena media (C6-C12) derivan de la
formacidn de acetil-CoA por las levaduras. Son intermediarios de los acidos grasos de
cadena larga, a su vez precursores para la sintesis de lipidos que se forman para construir
la membrana plasmatica de la levadura (Mbuyane et al., 2021). Su formacion implica
primero la transformacion del acetil-CoA en malonil-CoA a través de la acetil-CoA
carboxilasa, y luego la condensacion repetitiva de acetil-CoA (o propionil-CoA para
acidos grasos con numero impar de carbonos) y malonil-CoA por parte de las sintetasas

de &cidos grasos (Lambrechts & Pretorius, 2000).

Si hacemos referencia a los compuestos por individual, lo mas remarcable son las
diferencias observadas en los niveles de acetaldehido, acetoina, acido acético, acido
isobutirico, &cido isovalérico, isobutanol, metionol, isobutirato de etilo y leucato de etilo,
siendo el doble o incluso mas, en la fermentacion rapida en comparacion con la
fermentacion estandar. Entre ellos cobran alin mas importancia desde el punto de vista

sensorial el acido acético y el acetaldehido, ya que, especialmente el acetaldehido en la
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fermentacion rapida se encuentra en concentraciones muy superiores a su umbral de
olfaccion, calculado en 500 pg/L por Guth (Guth, 1997).

El acetaldehido es uno de los compuestos carbonilicos desde el punto de vista sensorial,
maés significativos en la vinificacion y representa méas del 90% del contenido total de
aldehidos en el vino (Nykénen, 1986). En niveles moderados, puede aportar al vino
matices frutales, mientras que en concentraciones mas altas su perfil aromatico evoca los
frutos secos (Waterhouse et al., 2016). Sin embargo, en niveles ain mas elevados, este
compuesto genera un perfil olfativo desagradable con notas verdes, herbaceas o que
recuerdan a manzana (Liu & Pilone, 2000). Aunque el nivel alcanzado de acetaldehido
por la fermentacion rapida es mayor al que se alcanzé en la fermentacion estandar, sus
niveles siguen estando en linea con los encontrados en otros vinos, que oscilan entre 4-
212 mg/L para tintos y 11-493 mg/L para blancos (Liu & Pilone, 2000). La disparidad en
los niveles de este compuesto, partiendo del mismo mosto al inicio del proceso de
fermentacion, puede atribuirse a la mayor cantidad de levadura utilizada en la
fermentacion rapida. Durante la fase de crecimiento de la levadura, se produce
principalmente la liberacion de acetaldehido (M. A. Amerine & C. S. Ough, 1964;
Ribéreau-Gayon et al., 1956), y al haber una mayor poblacién de levaduras en el entorno,
se espera un aumento en la excrecion de acetaldehido. Asimismo, esta discrepancia podria
explicarse por la elevada temperatura empleada, ya que Romano et al. (Romano et al.,
1994) en un estudio llevado a cabo con 86 levaduras, observaron un incremento en la
formacidn de acetaldehido en la fermentacion tanto de mostos sintéticos como de mostos

reales a 30°C en comparacion con temperaturas de 12 o 24°C.

El acido acético también se encuentra en valores superiores a su umbral de olfaccion
calculado en 200 ug/L por Guth (Guth, 1997) y aporta notas de vinagre en el vino ademas
de aportar acidez. Su formacion se ve significativamente afectada, entre otros factores,
por la temperatura de fermentacién incrementando sus niveles (Chidi etal., 2018).
Ademas, se produce principalmente durante la fase de crecimiento de la levadura
(Scutarasu et al., 2021) por lo que como en el caso del acetaldehido el empleo de una

cantidad mayor de levadura puede producir mayores contenidos de este compuesto.

Los mayores niveles sobre todo de estos compuestos (acetaldehido y acido acético) en la

fermentacion rapida hacen que el vino obtenido no sea adecuado para su evaluacion desde
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el punto de vista sensorial, lo que se traduce en una desventaja de esta metodologia frente
a la de la FFA.

En la figura 3.7 se presentan los diagramas de caja para los compuestos mayoritarios
analizados y en la figura 3.8 se muestran también los de aquellos ésteres analizados por
el método de minoritarios y trazas, sefialados en la tabla 3.2 con un asterisco (*). Como
se puede observar ambas fermentaciones son bastante reproducibles en la produccién de

los compuestos analizados.
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Fig. 3.7. Diagramas de caja de los aromas mayoritarios en la fermentacion estandar (standard) y la fermentacion rapida (fast)
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4. Conclusiones

En este trabajo se estudié la efectividad de la fermentacion rapida seguida de hidrdlisis &cida
en anoxia para la evaluacién del potencial aromatico de las uvas de vinificacion. Los resultados
han mostrado que la fermentacién rapida tan solo introduce diferencias menores con respecto a
una fermentacion estandar, y que permite la evaluacion satisfactoria de la mayor parte de los
componentes del aroma varietal, por lo que puede ser propuesta como una técnica alternativa

para la preparacion de muestra en la evaluacion del aroma potencial mediante hidrolisis.

No obstante, los elevados niveles de acetaldehido, acido acético y alcoholes superiores
obtenidos en la fermentacion rapida la descartan para la evaluacion sensorial del potencial

aromatica, particularmente en comparacion con los hidrolizados de FFA reconstituida.
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Capitulo 4. Fraccionamiento semipreparativo para el

aislamiento y caracterizacion de precursores aromaticos

1. Introduccién

Gran parte de la calidad aromética del vino esta relacionada con los precursores
aromaticos, mayoritariamente glicosidicos no volatiles, presentes en la uva (Abbott et al.,
1991; Francis etal., 1992). Historicamente, la determinacion de estos compuestos se
basaba principalmente en la deteccidn de su aglicona ya sea por hidrolisis enzimética o
acida, puesto que otras técnicas como la HPLC-UV no son Utiles en este caso debido a
que raramente contienen grupos cromdforos. La aglicona se liberaba por hidrdlisis y
mediante técnicas de cromatografia de gases y espectrometria de masas se determinaba
su estructura (Gunata etal., 1990; Loscos et al., 2009; Williams et al., 1982). Esta
estrategia tiene varios inconvenientes, entre otros su elevado coste y alta carga de trabajo.
Ademas, se trata de una determinacion indirecta, que no tiene en cuenta la existencia de
distintos precursores para una misma molécula aromética. Esto es comun en la quimica
de los precursores, ya que una misma aglicona puede unirse a un amplio rango de
azlcares, y, ademas, en algunos casos, son varias las agliconas las que pueden actuar
como precursoras de una unica molécula aromatica. Entonces, la determinacion indirecta
resulta conveniente para la evaluacion de la calidad global, pero presenta al menos dos
limitaciones relevantes. Por un lado, no tiene en cuenta el hecho de que los distintos
precursores de una misma molécula pueden tener distintas estabilidades y por tanto
hidrolizarse a tiempos diferentes. Esto implica que la cantidad de aroma liberado a un
Unico tiempo de hidrdlisis podria no ser comparable entre muestras con distribuciones de
precursores diferentes. Por otro lado, el conocimiento exacto de la molécula precursora
es requerido para tener informacion realista acerca de los procesos metabolicos

implicados en la sintesis y acumulacion de precursores.

Actualmente, con el avance de la cromatografia de liquidos con espectrometria de masas
como detector, la determinacion directa de este tipo de moléculas ha pasado a ser posible.

El andlisis cuantitativo, sin embargo, no esta exento de dificultades, ya que no hay
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estandares analiticos comerciales, lo que dificulta la identificacién inequivoca de estas
moléculas, y la calibracion adecuada de los métodos. El hecho ya comentado de que las
agliconas, como por ejemplo los terpenos, suelen ser compuestos que presentan un gran
namero de isémeros dificulta la confirmacion de la identificacion (Barnaba et al., 2017,
Barnaba, Dellacassa, etal., 2018; Caffrey etal., 2019, 2020; Flamini etal., 2014;
Hjelmeland et al., 2015; Wei et al., 2021). Por otro lado, la baja concentracion a la que se
encuentran estos componentes, bastante por debajo de la de otros metabolitos secundarios
de la uva, como los polifenoles, que ademas ionizan mucho mejor, dificulta la obtencion

de sefiales y sugiere la existencia de problemas de supresion ionica.

Recientemente, se han reportado algunos métodos combinados de separacion y
aislamiento mediante cromatografia liquida semipreparativa que han permitido
comprender mejor la estructura de aglicona de los glicésidos. Schievano et al. (Schievano
etal., 2013) realizaron la identificacion y caracterizacion de precursores del aroma
presentes en el mosto de uva Moscatel Giallo, utilizando una combinacion de resonancia
magnética nuclear (RMN) y LC-MS. Para ello, llevaron a cabo una separacion preliminar
de multiples fracciones mediante la adsorcion en resina Amberlite XAD y cromatografia
RP-HPLC (cromatografia de liquidos de fase reversa). Posteriormente, mediante
UHPLC-MS, identificaron mono y disacaridos unidos a terpenos, utilizando ademas
técnicas de MS-MS para determinar qué tipo de glicosidos estaban presentes y, en
ocasiones, el tipo de terpeno. La RMN fue esencial para la correcta identificacion y
caracterizacion de 12 glicosidos de terpenos, aunque este analisis solo fue factible para
aquellas fracciones suficientemente concentradas y con pocos componentes que pudieran

ser interferencias.

En un trabajo posterior, D’ Ambrosio et al. (D’Ambrosio, 2019) proponen un método
basado en el reportado anteriormente, realizando separaciones cromatograficas con un
sistema de interaccion hidrofilica (HILIC) y otro de fase reversa (RP-HPLC) y empleando
la RMN para la determinacion estructural de precursores glicosidicos en mostos de
Moscatel Rosa. Los autores concluyen que la separacion cromatografica de estos
compuestos se puede lograr tanto con fases estacionarias de HILIC como de RP-HPLCy
que ambos meétodos ofrecen un rendimiento de separacion distintivo, pudiendo ser

utilizados en secuencia para mejorar los resultados de estudios futuros.
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Por otro lado, Caffrey et al. (Caffrey et al., 2022) presentan un método para separar
precursores glicosidicos en ldpulos. Inicialmente, se fracciond la muestra utilizando una
columna de fenil-hexilo. Posteriormente, cada fraccion se sometio a hidrolisis enzimética
y se analiz6 mediante GC-MS, ademas de analizarse sin hidrolizar utilizando un sistema
HPLC-gTOF- MS con una columna de Carbon Poroso Grafitizado (PGC) para identificar
un total de 21 glicésidos. Estos incluyen norisoprenoides, monoterpen-polioles, fenoles

volatiles y alcoholes alifaticos.

En nuestro caso, y por la disponibilidad de equipamiento, hemos decidido emplear
fraccionamientos semipreparativos combinando estrategias de exclusion por tamafios
(cromatografia con gel Toyopearl) con separaciones sobre silica clasica (cromatografia
en fase normal). La presencia de moléculas de precursores aromaticos se ha detectado
realizando la hidrolisis &cida de las fracciones y los analisis GC-MS correspondientes, lo
que nos permite incluir un numero de precursores superior al que se detectaria empleando

hidrolisis enzimatica que emplean otros autores.

El objetivo principal de este capitulo es disefiar una estrategia de fraccionamiento
semipreparativo que permita simplificar la enorme complejidad que presentan las
muestras de uvas en los andlisis UHPLC-MS con el fin de obtener e identificar los
precursores glicosidicos de forma individual y establecer asociaciones mas univocas con
los aromas que forman, ya sea por hidrdlisis directa o tras procesos de rearreglo

molecular.

2. Materiales y métodos

2.1 Preparacion de muestras

Para que el estudio fuera lo méas simple posible se parti6 de una variedad bastante
conocida que es la Garnacha. Para ello, se tomaron muestras de uvas en estado 6ptimo de

maduracion; 12 de la D.O. Ca Riojay 15 de la D.O. Campo de Borja.
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2.1.1 Mistelas

Primeramente, se prepararon mistelas de cada una de las muestras anteriormente
mencionadas siguiendo el protocolo descrito por Alegre et al. (Alegre et al., 2020) y que

se describe detenidamente en la seccion 2.1.1 del capitulo 1.
2.1.2 Fracciones fendlicas aromaticas (FFAS)

Para la obtencion de las FFAs se realizd una extraccion en Fase solida (SPE) en C18
segun lo descrito también por Alegre et al. (Alegre et al., 2020) y que se detalla en la

seccion 2.1.2 del capitulo 1.
2.2 Fraccionamiento

Para el proceso de fraccionamiento se empled una muestra compuesta por una mezcla de
las 27 FFAs, tomando 2 mL de cada una de las mistelas. Luego, 18 mL de la mezcla de
FFAs de Garnacha se llevé a sequedad en el rotavapor y se redisolvié en 18 mL de vino
sintético, preparado a partir de una disolucion hidroalcoholica al 12% etanol (v/v), 5 g/L

de &cido tartarico y ajustando el pH a 3,5.
2.2.1 Fraccionamiento en Toyopearl

Este primer fraccionamiento se hizo con la colaboracién de la Dra. Marivel Gonzalez y
la Dra. Maria Pilar Sdenz del equipo del Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV)
de Logrofio, siguiendo la metodologia descrita por Saenz-Navajas et al. (Sdenz-Navajas

et al., 2017) con algunas modificaciones.

Procedimiento:

En este procedimiento, se realiz6 una separacion con una columna preparativa Vantage L
HW-50F de Millipore (Bedford, MA) (280 mm x 44 mm de didmetro interno) empacada
con gel Toyopearl (HW 50F) y donde se inyectd todo el volumen de muestra (18 mL) y
se recogi6 un total de 4 fracciones. Una primera fraccion (F1) fue eluida con 2600 mL de
etanol/agua/acido formico (55:45:1, v/iv/v) a un flujo de 10 mL/min. La segunda fraccion
(F2) se obtuvo mediante la elucion con 770 mL de acetona (100%). La tercera (F3) y
cuarta (F4) se eluyeron con 295 y 840 mL de acetona/agua (80:20) y (60:40),
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respectivamente. Los disolventes presentes en las cuatro fracciones se evaporaron a vacio

y las fracciones se liofilizaron.

Seleccion por aroma de fracciones del Toyopearl

Para la seleccion de las fracciones recogidas de la columna de Toyopearl que serian
sometidas al fraccionamiento en gel de silice, cada una de las cuatro fue redisuelta en 18
mL de etanol. Luego, se tomaron 1,5 mL de cada una, se llevaron a sequedad en el
rotavapor y se redisolvieron en 10 mL de vino sintético como se explicd anteriormente.
Posteriormente, se realizd la hidrolisis &cida en anoxia a 75°C durante 24h. Los
hidrolizados de las cuatro fracciones obtenidas de la Toyopearl fueron sometidos a una
evaluacion sensorial para la deteccion de la presencia o ausencia de odorantes. Para ello,
se pidid a un panel de 6 jueces, miembros del grupo de investigacion, con amplia
formacion y experiencia en analisis sensorial que olieran cada uno de los cuatro viales
ordenados al azar y sefialaran cuales de las fracciones presentaban aromas, sin indicar

intensidad ni descriptores, solo presencia o ausencia.
2.2.2 Fraccionamiento en gel de silice
Procedimiento

Para llevar a cabo el fraccionamiento, 10 mL de las fracciones seleccionadas se
concentraron por evaporacion haciendo pasar una corriente de nitrégeno hasta que se
redujo el volumen a 5 mL. Posteriormente, se llevd a cabo el fraccionamiento en una
columna empaquetada con silica gel de 45 cm de longitud, 2,5 cm de didmetro y un
tamafio de particula de silice entre 0,04 y 0,06 mm. Se hicieron pasar 150 mL de 8
composiciones de fase movil, partiendo de acetato etilo con un 30% de metanol (FM1),
incrementando a 43% (FM2), 62% (FM3) y a 100% metanol (FM4); luego se pasaron
mezclas de metanol y agua, partiendo de un 5% de agua (FM5) e incrementando a 15%
(FM6), 50 % (FM 7) y hasta el 100% de agua mili-Q a pH 3,5 (FM8). Para cada
composicion de fase mavil se recogieron 7 fracciones de 20 mL y una de 10 mL. En total

se recogieron 64 fracciones.
2.2.2.1 Seleccion por aroma de fracciones del gel de silice

Siguiendo el procedimiento empleado anteriormente con las fracciones obtenidas de la

columna de Toyopearl (Seccion 2.2.1), cada una de las 64 fracciones resultantes del
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fraccionamiento en silica fueron secadas con corriente de nitrogeno, redisueltas en vino
sintético e hidrolizadas a 75°C durante 24 horas. Las fracciones que tenian algin aroma

segun el panel de jueces fueron seleccionadas para los pasos siguientes.

2.2.2.2 Anélisis cualitativo SPME-GC-MS de las fracciones seleccionadas por aroma

en el gel de silice

Cada uno de los hidrolizados de las fracciones que se seleccionaron por el panel fueron
sometidos a un andlisis semicuantitativo por SPME-GC-MS basado en el método

desarrollado por Ferreira et al. (Ferreira et al., 2015).

Segun este procedimiento, 250 uL del hidrolizado se pusieron en un vial SPME estandar
de 20 mL, se agregaron 4,80 mL de salmuera y 20 uL de la disolucion de estandares
internos y el vial se cerrd con la encapsuladora. El vial se incub6 a 60°C durante 1 minuto
en el incubador de muestras. Después de esto, los compuestos volatiles se extrajeron del
espacio de cabeza con una fibra de divinilbenceno-carboxeno-polidimetilsiloxano (DVB-
CAR-PDMS) con recubrimiento de 50/30 um, calibre 24 y 2 cm de largo (Supelco,
Bellefonte, EE.UU.), previamente acondicionada segin las recomendaciones del
fabricante (270°C x 10 min). El tiempo de extraccion fue de 60 minutos y todos los
experimentos se realizaron a una velocidad de agitacion constante de 250 rpm. Los

compuestos extraidos se desorbieron a 270°C.

El sistema de GC-MS empleado fue el cromatdgrafo de gases QP2010 equipado con un
detector de espectrometro de masas de cuadrupolo (Shimadzu, Japén). La columna
empleada fue una DB-WAXetr (30 m x 0,25 mm x 0,5 um) (Agilent, EE. UU.). El gas
portador fue helio a 1,25mL/min. El programa del horno cromatogréfico se inicié a 50°C
durante 3 minutos, la temperatura aumentd a una velocidad de 1°C/min hasta 65°C y
luego se elevo a 230°C a 4°C/min y se mantuvo durante 20 minutos. La adquisicion se
hizo en modo Selected lon Monitoring (SIM). El listado completo de m/z seleccionadas
para la identificacion y cuantificacién de cada compuesto es el mismo que se emplea en
el método de compuestos minoritarios y trazas y que se muestra en la Tabla Al del Anexo
l.
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2.3 Analisis UHPLC-QTOF-MS de las fracciones sin hidrolizar seleccionadas en el

analisis SPME-GC-MS

Primeramente, 3 mL de cada fraccion seleccionada sin hidrolizar se llevaron a sequedad
empleando una corriente de nitrégeno y luego fueron redisueltas en 200 uL de metanol
(grado LC-MYS) y filtradas por filtros de jeringa de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,22
um de tamafio de poro y 0,13 mm de diametro (Filter-Bio (ALDO), Madrid, Espafia).

El analisis cromatografico por UHPLC-QTOF-MS se basé en el descrito por Flamini et
al. (Flamini etal., 2014) con algunas modificaciones. Siete yuL de cada fraccion se
inyectaron y se analizaron en un equipo UHPLC(ESI)-TIMS-QTOF-MS de Bruker
Daltonics (Billerica, EE. UU.). Las muestras se mantuvieron a 4°C en el autosampler
durante todo el analisis. La columna empleada fue una C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um) de
Waters (Milford, EE. UU.), que se mantuvo durante todo el analisis a 35°C. Las fases
moviles empleadas fueron agua milliQ (solvente A) y acetonitrilo (solvente B) (grado
LC-MS, Fisher Scientific, Madrid, Espafia), ambos con un 0,1% de acido férmico (grado
LC-MS, Fisher Scientific, Madrid, Espafia). El tiempo total del analisis fue de 18,7
minutos y el flujo empleado de 0,3 mL/min. El programa cromatogréfico establecido fue
el siguiente: se comienza con 5% de la fase B manteniéndolo durante 3,5 min, luego en
5,2 min se va incrementando hasta 45% hasta alcanzar el min 8,7 de andlisis, donde se
comienza a incrementar hasta 65% que se alcanza en 2,6 min, a partir de este tiempo se
aumenta el porcentaje de B hasta el 90% lo que se alcanza en 2,1 min y se mantiene hasta
el final del andlisis. Las fracciones se analizaron en modo ESI negativo. Se utilizd
nitrégeno como gas de secado en la fuente a un flujo de 10 L/min 'y 220°C. La presién del
nebulizador fue de 2,2 bar y el voltaje en el capilar 3600 V. Las condiciones de la fuente
fueron las mismas tanto para los analisis de MS como para los de MS/MS. El rango de

masas empleado fue de m/z 50-1300 y la adquisicion fue de 12 espectros por segundo.

3. Resultados

En este estudio, se prepararon 27 mistelas de Garnacha, que fueron desalcoholizadas hasta
alcanzar cerca de un 2% de etanol para la posterior preparacion de sus respectivas FFAS.

Debido a que cada muestra de uvas tenia un rendimiento diferente, el grado alcohdlico de
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partida de su correspondiente FFA era por tanto diferente. Para asegurar que todas las
muestras tuvieran un contenido de alcohol similar al inicio de la desalcoholizacion, se
ajustod su concentracion al maximo rendimiento obtenido entre las muestras (830 mL por
Kg de uva), diluyendo cada mistela con agua miliQ hasta este volumen. Esto permitid
unificar el contenido alcohdlico inicial y fijar la desalcoholizacién hasta un mismo nivel
(450 mL), asegurando una concentracion de alcohol remanente equivalente en todas las

muestras.
3.1 Fraccionamiento con el gel Toyopearl

Para el fraccionamiento en Toyopearl se partié de 18 mL de una mezcla equitativa de las
27 FFAs de Garnacha, que fue reconstituida en vino sintético. En este fraccionamiento se
recogieron cuatro fracciones bien caracterizadas en cuanto a su composicion fendlica
segun lo descrito por Sdenz-Navajas et al. (Sdenz-Navajas et al., 2017). La F1 esta
compuesta en esencia por compuestos fendlicos de bajo peso molecular como los acidos
hidroxibenzoico e hidroxicinamico y sus ésteres, mondmeros y dimeros de flavanoles y
flavonoles, y glicosidos. Por otra parte, las fracciones F2, F3 y F4 contienen compuestos
de alto peso molecular desde trimeros hasta decaAmeros de flavanoles. Las fracciones una
vez obtenidas se destilaron en el rotavapor para eliminar los disolventes organicos y se
liofilizaron. En la figura 1 se muestra el sistema empleado en el ICVV para realizar el

procedimiento.
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Fig.4.1. Sistema cromatografico empleado para el fraccionamiento con el gel Toyopearl

Seleccion sensorial de fracciones de Toyopearl

Una vez obtenidos los crudos de las fracciones, el objetivo perseguido era localizar en
qué fracciones podrian estar los precursores glicosidicos. Para evaluar esto, las cuatro
fracciones se redisolvieron en etanol. Se tomaron 1,5 mL de cada una, se secaron y
reconstituyeron en 10 mL de vino sintético y se hidrolizaron en anoxia durante 24 horas
a 75°C. Las cuatro fracciones hidrolizadas se analizaron sensorialmente por un panel de
6 jueces entrenados, que indicaron que la primera fraccion (F1) olia muy similar a los
reconstituidos de FFA (que antes se habian estudiado en nuestro laboratorio) y que el
resto no presentaba aromas. De esta forma, se pudo confirmar que los precursores objetivo

estaban en la F1, como cabia esperar, segun el contenido de esta fraccion.
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3.2 Fraccionamiento en columna de silica de la F1

Una vez identificada F1 como la fraccion de interés se partié de esta para realizar otro
fraccionamiento con el objetivo de separar todo lo posible esos precursores de aromas.
En la figura 2 se muestra el sistema empleado para el fraccionamiento en gel de silice. Se
recogieron 64 fracciones producto de la recoleccion de 8 fracciones por cada una de las 8
fases moviles empleadas, en las que aumentaba progresivamente la polaridad y la fuerza
de elucion. En la figura 2, del lado derecho, se puede observar claramente una separacion
de colores en el lecho cromatogréfico indicando una separacion de compuestos con color,
lo que nos puede dar idea de que también estan siendo separados nuestros compuestos

objetivo, los precursores glicosidicos.

Fig.4.2. Sistema cromatografico empleado para el fraccionamiento con silica. En el lado
izquierdo se muestra el sistema a poco de comenzar el andlisis y en la derecha

transcurrido un tiempo.

Seleccion sensorial de las fracciones de silica

Las 64 fracciones obtenidas fueron estudiadas por separado para saber si podrian contener

precursores del aroma. Esto se realizd siguiendo el mismo procedimiento que con las
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fracciones de la Toyopearl: realizando una reconstitucion de las fracciones llevandolas a
sequedad y redisolviéndolas en vino sintético para posteriormente hidrolizarlas en anoxia
durante 24h a 75°C.

La evaluacion del panel de jueces arrojé como resultado que 41 del total de fracciones
contenian algin aroma. En la figura 4.3 se muestran las 64 fracciones y en rojo aparecen
sefialadas las 41 fracciones seleccionadas por los jueces del panel. Como se observo antes
en la figura 4.2, se pueden apreciar también las diferencias de color que existen entre las

fracciones y entre las distintas fases moviles.
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Fig. 4.3. Fracciones obtenidas de la separacion en silica gel. Los nimeros del 1-8
representan las distintas composiciones de fase movil. En rojo, las fracciones

seleccionadas por los jueces porque contenian aromas
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3.2.1 Analisis SPME-GC-MS

Los 41 hidrolizados de las fracciones que presentaban aromas fueron analizadas por
SPME-GC-MS para identificar cudles contenian compuestos de interés (norisoprenoides,

terpenos, fenoles volétiles y otros).

En la figura 4.4 se muestra el gréafico de distribucion, del area relativa al estandar interno

de cada compuesto de interés en las 41 fracciones hidrolizadas analizadas.

Distribucién de los aromas de interés por zonas

e Los resultados encontrados sugieren que existe una primera zona, a la que
denominaremos zona 1, correspondiente a la fase movil de menor fuerza empleada
en el fraccionamiento, donde se concentraban mayoritariamente los aromas de
algunos norisoprenoides: vitispiranos, TDN, Riesling acetal y f-damascenona. En
esta zona también se encontraban algunos terpenos (linalol, 6xido de linalol, a-
terpineol y, aunque de manera no tan clara el geraniol. También aparecen algunos
fenoles como los vinilfenoles y el guaiacol.

e Luego existe otra zona de fuerza media, denominada zona 2, donde se encontrd
casi exclusivamente, aunque en muy baja intensidad, el cinamato de etilo.

e Por dltimo, procedente de las fracciones eluidas con la fase mévil mas polar se
encontraban algunos fenoles (m-cresol y 4-etilfenol) y los isomeros a- y B-ionona,

ambos en muy bajas cantidades. Esta zona sera denominada zona 3.

Es relevante destacar que algunos aromas se encontraron en mas de una zona, como por
ejemplo el 4-vinilfenol y el linalol. Esto pudiera deberse a la presencia de precursores con
estructuras distintas, bien en las agliconas, bien en la parte glicosidica, en cualquier caso,
con una polaridad lo suficientemente diferente como para que se separen en la columna

de silica.

A pesar de las bajas intensidades detectadas, lo que era de esperar dadas las bajas
concentraciones a las que se encuentran los precursores, se pudo establecer que el area de
mayor intensidad y presencia de compuestos es la fase inicial del fraccionamiento. Esto
sugiere que quizas se podria haber comenzado con fases de menor fuerza para mejorar la

separacion. En futuros desarrollos esta modificacion habré de ser considerada.
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Fig. 4.4 Evolucion del area relativa de cada compuesto en las fracciones estudiadas

139



Capitulo 4

3.3 Analisis UHPLC-QTOF-MS/MS

Una vez conocido el comportamiento de los compuestos aromaticos de interés y su
distribucion por zonas en cada una de las fracciones, empleamos un analisis UHPLC-
qTOF-MS para intentar identificar los precursores glicosidicos responsables de cada

aroma en cada fraccion.

Tratamiento de los datos y flujo de trabajo sequido

Una vez realizados los analisis se procedié a tratar los resultados con el software
Metaboscape (Bruker, Alemania) que permite obtener una tabla de todos los “features”
detectados en el set de muestras. Asi se hizo para cada una de las tres zonas indicadas

anteriormente.

Para ello, dividimos los andlisis de las fracciones por grupos asociados a las tres zonas
donde se detectaron mayoritariamente los aromas de interés. El objetivo era aprovechar
la distribucion de aromas entre las distintas fracciones consecutivas de cada grupo -en
forma de pico cromatogréfico, tal y como se vio en la figura anterior- para centrar nuestra
atencion en aquellos picos o features que siguieran una distribucion entre las fracciones
lo mas similar posible a la observada en los distintos aromas; o sea, que la fraccion con
mayor intensidad en un tipo de aroma coincidiera con la fraccion en la que el feature
(posible candidato de precursor) tuviera su maxima intensidad. El parametro empleado
fue el coeficiente de correlacion entre la serie de sefiales del precursor medido en las

fracciones de cada zona y la del aroma presente en ellas.

Esta estrategia resultd ser bastante complicada ya que por una parte existia un nimero
bastante considerable de features en cada una de las tres zonas analizadas y por otro lado
es de considerar el hecho de que el aroma medido era el aroma total en cada fraccion y
este podria ser el resultado de la hidrolisis tanto directa o por reordenamiento de uno o
maés precursores. Por ello esta estrategia se ha empleado como criterio no exclusivo, no
habiéndose empleado para descartar un posible precursor solo por no cumplir el perfil del

aroma en cuestion.

Una vez considerado este hecho, se siguid un flujo de trabajo que nos permitiera tratar el

gran volumen de datos y acotar todo lo posible el nimero de posibles precursores.
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Primeramente, se elaboraron unas bases de datos o Target Lists. La primera contenia la
masa exacta y la formula molecular de todas las posibles combinaciones de azlcares,
incluidos los monosacaridos (pentosa, hexosa y deoxihexosa) y todas las posibles
combinaciones resultantes de disacaridos Yy trisacaridos, con cada uno de los aromas de
los compuestos que se determina en el método de SPME-GC-MS empleado anteriormente
y otros aromas de interés que se referencian en la bibliografia (Tabla 4.1) que, en
principio, por su estructura (un grupo -OH libre) pudieran formar un enlace glicosidico
con un azucar. Ademas, se incluyd en esta lista también la m/z del posible aducto con
férmico que se conoce que forman estos glicdsidos. Ademas, se hizo otra base de datos
donde se incluyeron varios precursores que se han reportado anteriormente por Barnaba
et al. (Barnaba et al., 2017; Barnaba, Dellacassa, et al., 2018), Caffrey et al. (Caffrey
etal., 2019, 2020), Flamini et al y Wei et al. (Wei et al., 2021). Estas bases de datos se
introdujeron en el software de Metaboscape para detectar qué features podian ser por su
masa exacta un posible precursor, lo que hizo posible descartar, del total inicial, un

numero considerable de features que no cumplian estas condiciones.

El préximo paso era la obtencidn de los respectivos espectros de masas/masas para poder
comprobar la estructura de cada posible precursor. Para ello, se empled el método de las
listas de precursores (SPL: Scope Precursor List) que permiten obtener el patrén de

fragmentacion de las m/z buscadas en un tiempo acotado.

Una vez obtenidos los espectros MS? de una gran parte de los posibles precursores
pasamos a comprobar su estructura. Para la comprobacion de la estructura se hizo uso de
la presencia de los fragmentos: [M-H]" y/o [M+HCOOH-H] (aducto con férmico), el
fragmento de la aglicona (Tabla 4.1), los correspondientes a los azlcares simples,
disacéridos y trisacaridos (Tabla 4.2) y a los resultantes de las pérdidas neutras de los
mismos. El criterio aceptado de error para la masa experimental de los fragmentos fue de

+ 5 ppm respecto a la masa teorica.
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Tabla 4.1. Listado de los fragmentos [M-H]" de las agliconas de los compuestos de la base de

datos
Familia Compuesto [M-H] (m/2)
oxido de linalol 169,1234
citronelol /dihidromircenol 155,1441
linalol/ a-terpineol/ nerol/ geraniol 153,1285
geranic acid 167,1077
Terpenos —
ipsdienol 151,1184
hidroxicitronelol 173,1547
hidroxi-dihidro-linalol 171,139
dihidroxi-dihidro-linalol 187,1339
Riesling acetal 225,1495
Grupo 1: 3-hidroxi-7,8-dehidr_o-[3-ionol_/ 3-o>_<o-q-ionoI/ 3- 207 1390
0x0-retro-a-ionol/ 4-oxo-B-ionol/3-hidroxi-fB-ionona '
Grupo 2: 3-hidroxi-B-ionol/ 3-0x0-4,5-dihidro-a-ionol/ 3-oxo-
7,8-dihidro-a-ionol/ 4-oxo-7,8-dihidro-p-ionol/ 8- 209,1547
hidroxiteaspirano
Norisoprenoides | Grupo 3: 3—h|drOX|—7,8—d|hyc;r_(;—IB—|onoI/ 3-oxomegastigman- 2111703
Grupo 4: 3,4-dihidroxi-p-ionona/3-hidroxi-5,6-epoxi-f-
ionona/ 3,4-dihydro-3-oxoactinidol/ vomifoliol/ 3,5- 223,1339
dihidroxi-6,7-megastigmadien-9-ona
3,4-dihidroxi-7,8-dihidro-p-ionol 227,1653
3-hydroxy-TDN 189,1285
guaiacol 123,0451
4-metilguaiacol 137,0608
cresol 107,0502
eugenol/isoeugenol 163,0765
Fenoles volatiles 4-vinilfenol 119,0502
4-vinilguaiacol 149,0608
siringol 153,0557
etilfenol 121,0659
metoxieugenol 193,087
vainillina 151,0401
Derivados de la acetovanillone 165,0557
vainillina siringaldehido 181,0506
acido vainillico 167,0349
M.e rcaptanos 3-mercaptohexanol 133,0692
polifuncionales
] acido cinamico 147,0451
é[ziedr(l)vsﬂ(;smdii:) acido monohidroxicindmico 163,04
acido dihidroxicinamico 179,0349
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Tabla 4.1. Listado de los fragmentos [M-H]" de las agliconas de los compuestos de la base de
datos

Familia Compuesto [M-H] (m/2)
acido monohidroximetoxicindmico 193,0506
acido monohidroxibenzoico 137,0244
Derivados del acido dihidroxibenzoico 153,0193
acido benzoico acido trihidroxibenzoico 169,0142
acido monohidroxidimetoxibenzoico 197,0455
Otros monohidroximetoxiacetofenona 149,0608
monohidroxidimetoxiacetofenona 195,0662

Tabla 4.2. Fragmentos caracteristicos que indican la presencia de los diferentes azlcares en la
estructura del precursor

Aziicares Fragmentos
(m/z)
entosa 131,0350
P 149,0455
hexosa 161,0455
179,0561
145,0506
deoxihexosa
163,0612
293,0878
pentosa-hexosa
311,0983
323,0984
hexosa-hexosa
341,1089
307,1035
hexosa-deoxihexosa
325,1140
263,0772
pentosa-pentosa
281,0878
455,1406
hexosa-hexosa-pentosa
473,1511
485,1511
hexosa-hexosa-hexosa
503,1617
425,1300
pentosa-pentosa-hexosa
443,1406
439,1457
pentosa-hexosa-deoxihexosa
457,1562
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3.3.1 Identificacion de posibles precursores del aroma

Siguiendo las estrategias antes descritas, se comprobo la estructura de todos los posibles
features previamente seleccionados como posibles precursores de los cuales se pudo
obtener su espectro de MS?2. Como resultado, se obtuvieron 49 potenciales precursores
que se recogen en la Tabla 4.3, ordenados por zonas y entre ellas por tiempo de retencion,

26 de estos potenciales precursores glicosidicos del aroma se reportan por primera vez.

En el Anexo se muestran para cada posible candidato de la tabla 4.3, los graficos del perfil

de intensidades en las fracciones.
Zonal

Cabe destacar que, al estar la mayoria de los aromas en la que hemos denominado zona
1, se centraron mas los esfuerzos en obtener espectros de masas-masas para estas
fracciones. En esta zona debiamos buscar posibles precursores de algunos fenoles como

guaiacol y los vinilfenoles, terpenos y norisoprenoides.

Potenciales precursores de fenoles volatiles:

En especifico, para el guaiacol se encontraron cuatro posibles precursores (No.: 1,5, 8y
22) que cumplian en mayor o menor medida con el perfil del compuesto en las fracciones.
Tres de estos potenciales precursores presentaron una correlacién positiva con la
intensidad del guaiacol en las fracciones hidrolizadas analizadas por SPME-GC-MS,
como se muestra en la tabla 4.3. pero no fue posible obtener sus correspondientes patrones
de fragmentacion (5, 8 y 22). Esto se debe principalmente a la baja intensidad de las
sefiales, en todos los casos del orden de 10° cuentas, ya que experimentalmente se
determind que si en el analisis LC-MS la intensidad del feature era menor o muy cerca de
10* cuentas, no era posible obtener espectros de MS? porque la intensidad de los iones

precursores es demasiado baja.

Se encontr6 también un posible precursor del 4-etilguaiacol (No. 6) y dos del 4-
metilguaicol (No. 2 y 4), pero solo fue posible justificar la estructura de estos ultimos por
la presencia de fragmentos en sus espectros de MS?. Por otro lado, fue posible determinar

que existian para ellos, correlaciones positivas con el guaiacol.
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En el caso del 4-vinilfenol, se encontraron algunos posibles candidatos que fueron
descartados por su espectro de masas/masas ya que se encontraron fragmentos que
descartaban la estructura propuesta. Sin embargo, se identificd un posible precursor (No.
23) que, aunque no cumple exactamente con el perfil de intensidades observado en las
fracciones y por lo tanto no presenta una correlacion positiva con el 4-vinilfenol en las
fracciones hidrolizadas, contiene fragmentos que justifican su estructura, incluida la

aglicona.

Potenciales precursores de terpenos:

En el caso de los terpenos se identificaron 18 posibles candidatos de los cuales ademas
fue posible obtener sus respectivos espectros de masas-masas que justifican la estructura
propuesta y para 14 de ellos existen correlaciones positivas con el aroma de terpenos en

las fracciones hidrolizadas. Entre estos potenciales precursores se encuentran:

e dos disacéridos del acido geranico (No.: 35y 36), el cual no se determiné en el
andlisis por SPME-GC-MS, pero asumimos que su comportamiento podria ser
similar a la de otros terpenos.

e 6 disacaridos de monoterpenoles (No.: 29-34), de los cuales cuatro son de pentosa-
hexosa. En este caso, aunque en el nombre para generalizar lo hemos sefialado
como linalol, también estan incluidos sus isomeros: a-terpineol, nerol y geraniol,
como se describe en la tabla 4.1.

e 5 disacaridos también de pentosa-hexosa de 6xido de linalol (No: 10, 13, 19, 21y
25).

e undisacarido de monoterpendiol (No. 18), un disacarido de hidroxicitronelol (No.
24), dos de monoterpentriol (No.: 16 y 17) e incluso uno de tetraol (No. 3) que ya
fue identificado por primera vez en uvas de las variedades Riesling y Moscatel de
Alejandria por Caffrey et al. (Caffrey et. al, 2020).

Como se puede observar en algunos casos y mas adelante también se vera, se encontraron
para la misma aglicona mas de un precursor con la misma estructura de azUcares, por
ejemplo: hexosa-pentosa, debido a la existencia de diversos isomeros de hexosas y
pentosas que existen en la naturaleza, de los cuales no podemos explicar su estructura

exacta mediante el método empleado.
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Ademas, aunque en general, se creia que una glucopiranosa (hexosa = glucosa) era
siempre el azdcar principal unido a la aglicona (Winterhalter & Skouroumounis, 1997);
recientemente, se han identificado tentativamente glicésidos sesquiterpénicos en uvas
moscatel de Alejandria y glicésidos relacionados con el “smoke taint” (gusto a humo) en
uvas Cabernet Sauvignon expuestas al humo, donde se ha evidenciado que es posible que
puedan presentar otras estructuras de aztcares unidas directamente a la aglicona (Caffrey
etal., 2019, 2020).

Potenciales precursores de norisoprenoides:

Para los norisoprenoides se encontraron 10 posibles precursores con sus respectivos
espectros de masas-masas que justifican en mayor o menor medida la estructura
propuesta. Siete de estos potenciales precursores presentan correlaciones positivas con el

aroma de norisoprenoides en las fracciones hidrolizadas.

En el caso de las moléculas de esta familia analizadas en el método de GC-MS, solo el
Riesling acetal posee un -OH libre, que pudiera permitir que existan precursores directos
de este compuesto, no asi para el TDN, vitispiranos y B-damascenona, los cuales necesitan
de deshidrataciones y reordenamientos para formarse. En estos casos, recurrimos a la
literatura para encontrar las agliconas de las que potencialmente derivan, tal y como han
sefialado algunos autores (Caffrey etal., 2020; Gok etal., 2022). En la tabla 4.1 se

muestran los fragmentos de estas posibles agliconas.

Para el Riesling acetal se encontraron 4 posibles precursores; dos monosacaridos (No.:
15 y 20) y dos disacéridos (No.: 11 y 14). Cabe destacar que en los cuatro casos se

encontro el fragmento de la aglicona correspondiente.

Los restantes 6 posibles precursores (No.: 7, 12, 26, 27 y 28) se corresponden con

norisoprenoides de los grupos 1, 2 y 4 (Tabla 4.1) tanto monosacaridos como disacaridos.
Zona?2

En esta zona encontramos exclusivamente el cinamato de etilo del cual no se conoce
mucho de sus precursores, pero que pudiera formarse a través de la esterificacion del
acido cinamico, el cual al tener un grupo -OH pudiera formar enlaces glicosidicos con
azucares. Por lo que, en este caso, hicimos una Target List con las combinaciones del

acido cinamico y los distintos azUcares.
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Primeramente, era necesario que los potenciales precursores cumplieran con el error en
la masa experimental de + 5 ppm respecto a la masa tedrica y, en segundo lugar, que
cumplieran en alguna medida con el perfil de intensidad del cinamato de etilo en las
fracciones hidrolizadas. Esto redujo el nimero de posibles candidatos a 10 que aparecen

enumerados en la tabla 4.3 y sefialados dentro de la zona 2.

Entre los potenciales precursores identificados se encuentran cuatro trisacridos y el resto
disacaridos. Los espectros de MS? de estos candidatos no se pudieron obtener debido a la
baja intensidad de las sefiales en todo caso del orden de 10° cuentas, como se explicd
anteriormente. Para un potencial disacarido de pentosa-deoxihexosa (No. 45) se encontro

una correlacion positiva con el cinamato de etilo.
Zona 3

En esta Gltima zona se buscaban precursores relacionados con el m-cresol y los isomeros
a- y B-ionona. Para estos ultimos, fue imposible obtener ningun candidato viable ya que

las intensidades de las sefiales en esta zona eran demasiado bajas.

En el caso del m-cresol se encontraron 3 posibles candidatos de monosacaridos, sefialados
dentro de la zona 3 en la tabla 4.3, pero en ningln caso se pudo obtener el espectro de
masas que justificara una estructura. Uno de ellos, un potencial monosacérido de
deoxihexosa (No. 49), presenta una correlacién positiva con el aroma del m-cresol en las

fracciones hidrolizadas.
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Tabla 4.3 Identificacion de potenciales precursores en las fracciones

Tr.

Férmula

Masa

No. Zona®@ . Precursor m/z exp lon detectado Fragmentos MS/MS Aglicona Ref. © R2(©)
(min) Molecular exp
1 Z1 3,71 guaiacol-hexosa C13H1807 286,1051 331,1033 [M+HCOOH-H] 125,0246, 161,0457 y 179,0561 1)
2 Z1 6,07 4-metilguaiacol-hexosa C14H2007 300,1207 345,1187 [M+HCOOH-H] 299,1135, 11173903;:5 161,0456y 137,0608 guaiacol: 0,83**
3 Z1 6,14 dihidro-monoterpen-tetraol-hexosa C16H3009 366,1886 411,1865 [M+HCOOH-H] 365,1807 y 161,0455 203,1285
I . 119,0350, 125,0242, 131,0350,
4 Z1 6,20 4-metilguaiacol-pentosa-hexosa ~ C19H28011 432,1632 431,1559 [M-H] 149,0450, 161,0453 y 179,057 ) guaiacol: 0,88**
5 Z1 6,28 guaiacol-pentosa-pentosa C17H24010 388,1369 433,1351 [M+HCOOH-H] guaiacol: 0,79**
6 z1 63 ‘retilguaiacol-exosahexosa o0 0010 6agoa13 6832395  [M+HCOOH-H] guaiacol:
hexosa 0,98***
TDN:
norisonrenoide aruno 4-pentosa- 563,2343, 131,0353, 149,0457, 0,75*/Riesling
7 z1 7,03 P he)?os;’ P C24H38012 5182362 517,2289 [M-HT 161,0452, 293,0877, 311,0979, 2231339 (2)  acetal: 0,76%/ p-
205,1238, 385,1861 (pérdida de pentosa) damascenona:
0,76*
8 Z1 7,04 guaiacol-pentosa C12H1606 256,0944  255,0871 [M-H] 3) guaiacol: 0,85**
. . . 385,1859, 161,0460, 179,0560,
9 Z1 7,08 norisoprenoide grupo 4-hexosa C19H3008 386,1938 431,192 [M+HCOOH-H] 153.0923, 205.1230 (2)
463,2178, 131,0351, 149,0451, oOxido de linalol:
10 Z1 7,11  oxido de linalol-pentosa-hexosal C21H36012 464,2254 509,2237 [M+HCOOQOH-H]- 161,0453, 179,0559, 293,0875, 311,0981 (2) 0,58*/ geraniol:
y 331,1759 0,81**
TDN:
Dl
519,2437, 131,0355, 149,0452, ac?éfazl' ﬁ;gi'l’;g ]
11 Z1 7,12 Riesling acetal-pentosa-hexosa C25H42011 520,2506 565,2496 [M+HCOOH-H] 161,0454, 179,0558, 293,0880, 225,1506 dam.asc‘:enona'B
311,0980, 387,2020, 223,1336, 207,1384 o
0,84**/vitispiran
0s: 0,88**
norisoprenoide grupo 4-hexosa- 531,240, 161,0461, 179,0559,
12 Z1 7,13 P grup C25H40012 532,252 577,2501 [M+HCOOH-H] 163,0612, 145,0504, 307,1040, 4)

deoxihexosa

325,1133, 205,1224
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Tabla 4.3 Identificacion de potenciales precursores en las fracciones

Tr.

Férmula

Masa

No. Zona®@ . Precursor m/z exp lon detectado Fragmentos MS/MS Aglicona Ref. © R2(©)
(min) Molecular exp
. . B 463,2180, 311,0985, 293,0877, o6xido de linalol:
13 Z1 7,27  Oxido de linalol-pentosa-hexosa2  C21H36013 464,2254 509,2236 [M+HCOOH-H] 161,0456, 149,0456, 131 0355 2 0,64+
Riesling acetal-hexosa- 579,2649, 161,0450, 179,0560,
14 Z1 7,44 gac C25H42012 534,2679 533,2606 [M-H] 163,0615, 325,1131, 307,1043, 387,2023 225,1499
deoxihexosa o .
(pérdida de deoxihexosa)
Riesling acetal:
387,2020, 161,0455,179,0561, 153,0921 0.71*/ B-
15 Z1 7,48 Riesling acetal-hexosa 1 C19H3209 388,2091 433,2075 [M+HCOOH-HJ ' e P T ' ) damascenona:
205,1234 .
0,74*/vitispirano
s: 0,77**
geraniol: 0,73*/
. . 479,2126, 131,0350, 149,0455, o
16 Z1 7,53  monoterpentriol-pentosa-hexosa  C21H36012 480,2206 525,2185 [M+HCOOH-H] 161,0454, 293,0875 y 311,082 185,1183 2) a-tzrzglfol.
monoternentriol-hexosa- 493,2289, 347,1699 (pérdida de linalol: 0,94***/
17 Z1 7,57 dei))xihexosa C22H38012 494,2349 539,23316 [M-H] deoxihexosa), 307,1040, 161,0456, 185,1180 (2) a-terpineol:
163,0612, 145,0507 0,93***
dihidro-monoterpendiol-pentosa- 465,2334, 131,0351, 149,0456,
18 Z1 7,58 P P C21H38011 466,2403 511,2388 [M+HCOOH-H] 161,0461, 179,0559, 293,0882 y )
hexosa
311.0987
463,183, 131,0351, 149,0455, %Xg;iff”'i':::g:f
19 Z1 7,64  6xido de linalol-pentosa-hexosa 3 C21H36014 464,2253 509,2235 [M+HCOOH-H]" 161,0454, 179,0562, 293,0874, 331,1758 169,1234 ) 0' 9**/geraniol"
y 311,0989 0,83
TDN:
0,78*/Riesling
- i acetal: 0,79**/ B-
20 Z1 1,77 Riesling acetal-hexosa 2 C19H3208 388,2091 433,2073 [M+HCOOH-H] 387,2023, 161,0458, 179,0558 225,1496 2 damascenona:
0,79**/vitispiran
0s: 0,85**
463,2178, 131,0351, 149,0455,
21 Z1 7,79  O6xido de linalol-pentosa-hexosa4  C21H36011 464,2254 509,2237 [M+HCOOH-H] 161,0454, 179,0562, 293,0874 y 2

311,0989
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Tabla 4.3 Identificacion de potenciales precursores en las fracciones

Tr.

Férmula

Masa

No. Zona®@ . Precursor m/z exp lon detectado Fragmentos MS/MS Aglicona Ref. © R2(©)
(min) Molecular exp
. . i guaiacol:
22 Z1 7,79 guaiacol-pentosa-deoxihexosa C18H26010 402,1513 447,1495 [M+HCOOH-H] 0,915
23 Z1 7,83 4-vinilfenol-hexosa-deoxihexosa ~ C20H28010 428,1679 473,1661 [M+HCOOQOH-H] 427,1597, 161,0458 y 307,1027 119,0505
467,2493, 131,0353, 149,0459,
24 Z1 7,84  hidroxicitronelol-pentosa-hexosa  C21H40011 468,2564 513,2547 [M+HCOOH-H] 161,0453, 179,0564, 293,0878, 173,1546
467,2492, 335,2075 (pérdida de pentosa)
463,2183, 131,0349, 149,0453, oxido de linalol:
25 Z1 7,98  O6xido de linalol-pentosa-hexosa5 C21H36015 464,2253 509,2235 [M+HCOOH-H] 161,0455, 179,0558, 293,0879 y 2 0,95***/
311,0980 geraniol: 0,68*
TDN:
0,82*/Rieslin
norisoprenoide grupo 2-pentosa- 503,2494, 131,0349, 149,0453, acetal: 0 85**/9[3-
26 Z1 8,05 C25H42013 504,2566 549,2544 [M+HCOOH-H]- 161,0456, 179,0559, 293,0879, 311,0980 209,1542 '
hexosa y 371,2076 (pérdida de pentosa) damascenona:
' 0,90**/vitispiran
0s: 0,79**
TDN:
0,80*/Rieslin
norisoprenoide grupo 1-pentosa- °01,2342, 131,0351, 149,0455, acetal: 0,84**/913-
27 Z1 8,09 C24H38011 502,2409 547,2391 [M+HCOOH-H] 161,0454, 179,0563, 293,0880 y 207,1386 .
hexosa 3110982 damasc_er_mn_a.
' 0,87**/vitispiran
0s: 0,77**
TDN:
0,79*/Riesling
. . i acetal: 0,80**/ -
28 Z1 8,34 norisoprenoide grupo 1-hexosa C19H3007 370,1988 415,197 [M+HCOOH-H] 161,0456, 179,0563 207,1394 damascenona:
0,81**/vitispiran
os: 0,80**
. i linalol: 0,70*/ a-
29 Z1 8,64 linalol-hexosa-hexosa C22H38011 478,2409 477,2336 [M-H] 161,0456, 179,0556 y 341.1099 terpineol: 0,62*
. . 447,2230, 149,0453, 161,0456, 293,0864 geraniol:
30 Z1 8,78 linalol-pentosa-hexosa 1 C21H36010 448,2303 493,2289 [M+HCOOH-H] y 315,1808 (pérdida de pentosa) (5) 0,815
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Tabla 4.3 Identificacion de potenciales precursores en las fracciones

Tr.

Férmula

Masa

No. Zona®@ . Precursor m/z exp lon detectado Fragmentos MS/MS Aglicona Ref. © R2(©)
(min) Molecular exp
. _447,2229, 131,0350, 149,0455, 161,0455 linalol:
31 Z1 8,98 linalol-pentosa-hexosa 2 C21H36010 448,2304 493,2286 [M+HCOOH-H] y 2930877 (5) 0,65*
. . 461,2389, 163,0611, 179, linalol:
2zl 9,09 linalol-hexosa-deoxihexosa ~ C22H38010 462,2461 507,2443  [M+HCOOH-HJ 61,2389 5350(?71 ! 90558y ) '0”55‘;*
447,2239, 131,0351, 149,0454, linalol:
33 Z1 9,21 linalol-pentosa-hexosa 3 C21H36010 448,2304 493,2287 [M+HCOOH-H] 161,0457, 179,0559, 293,0878 y (5) 0,76*/ a-
311,0982 terpineol: 0,68*
linalol:
131,0346, 149,0454, 161,0451 0.72*/ a-
34 Z1 9,3 linalol-pentosa-hexosa 4 C21H36010 448,2305 447,2233 [M-H] ' i, o ' (5) terpineol:
179,0558, 315,1806 .
0,82**/geraniol:0
,89**
acido geranico-hexosa- ~475,2180, 163,0612, 145,0506, 307,1033 linalol: 0,77**/a-
35 71 931 deoxihexosa C22H36011 476,2258 5212238 [M+HCOOH-H] y 3251130 167,1076  (4) terpineol: 0.70%
H . *x
461,2028, 131,0348, 149,0457, gerari':;i oolis /
36 Z1 9,37 acido geranico-pentosa-hexosa C21H34011 462,2096 507,2082 [M+HCOOH-H] 161,0453, 293,0879, 311,0979 y 167,1078 4) 0.04%+ */'a_
299,1503 (pérdida de hexosa) terpineol: 0,98%*
37 72 a4  ccidocinamico-deoxinexosa-  ,qa0n15 5gg o050 587,1980 [M-HT"
hexosa-pentosa 1
38 Z2 6,58  acido cindmico-hexosa-hexosal  C21H28012 472,1577 517,1559 [M+HCOOQOH-H]
39 72 69 acido cinamico-pentosa- C20H26010 426,1538 4251465 [M-HJ
deoxihexosa 1
0 72 723 ocidocinamico-deoxihexosa- o0 o601 5gg o045 587,1972 [M-HJ
hexosa-pentosa 2
m 72 745 2cidocinamico-deoxihexosa- oo 615 sgg o043 5871970 [M-HT
hexosa-pentosa 3
2 72 749 SCidocinamico-hexosa-hexosa- oo 0017 6342103 6332030 [M-HT
hexosa
43 Z2 7,58  acido cindmico-hexosa-hexosa 2 ~ C21H28012 472,1571 471,1498 [M-H]
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Tabla 4.3 Identificacion de potenciales precursores en las fracciones

Tr. Férmula Masa
No. Zona®@ . Precursor

m/z exp lon detectado Fragmentos MS/MS Aglicona Ref. © R2(©)
(min) Molecular exp

44 Z2 7,8  &cido cindmico-pentosa-pentosal C19H24010 412,1363 457,1346 [M+HCOOH-H]

45 72 786 cido cinamico-pentosa- C20H26010 426,1530 4251466 [M-HT" cinamato de

deoxihexosa 2 etilo: 0,96**

46 Z2 7,95 4&cido cindmico-pentosa-pentosa 2 C19H24010 412,1362 457,13443 [M+HCOOH-H]

47 Z3 7,79 0-/m-cresol-pentosa C12H1605 240,0996 285,09789 [M+HCOOH-H]
48 Z3 7,93 0-/m-cresol-deoxihexosa 1 C13H1805 254,1153 299,11353 [M+HCOOH-H]
49 Z3 8,85 o-/m-cresol-deoxihexosa 2 C13H1805 254,1157 253,1084 [M-H] m-cresol: 0,91*

@ Zona de fracciones en la que se identificé el precursor
®) Publicaciones en las que se han reportado estos precursores:
(1) Caffreyetal., 2019
(2) Caffrey et al., 2020
(3) Barnaba, Larcher, et al., 2018
(4) Weietal., 2021
(5) Hjelmeland et al., 2015
© Coeficiente de correlacion con el aroma correspondiente en las fracciones y significatividad de esta correlacion: * p < 0,05, ** p < 0,01 y *** p < 0,001
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4. Conclusiones

En este capitulo, se ha desarrollado una estrategia que facilita el aislamiento de
precursores glicosidicos del aroma en muestras de uvas de Garnacha, a través de la
combinacion de un primer fraccionamiento semipreparativo en gel de Toyopearl, que
permite eliminar compuestos de alta masa molecular, y seguidamente otro

fraccionamiento en silica gel para separar los potenciales precursores del aroma.

El analisis sensorial de las cuatro fracciones obtenidas de la Toyopearl revel6 que los
precursores glicosidicos de interés estaban presentes en la primera fraccion (F1). El
refraccionamiento de la F1 en la columna de gel de silice, permiti6 la obtencion de 64
fracciones, de las cuales 41 fueron identificadas por un panel de jueces como

contenedoras de algin aroma.

El analisis SPME-GC-MS de estas fracciones hidrolizadas que presentaron algin aroma
en el andlisis sensorial, reveld la distribucion de los compuestos aromaticos de interes en
tres zonas fundamentales. La primera zona, mostré una concentracion mayoritaria de
norisoprenoides y algunos terpenos y fenoles volatiles. La zona 2 presentd Gnicamente el
cinamato de etilo, mientras que la zona 3 contenia en menor cantidad los isomeros de a-

y B-ionona y m-cresol.

La identificacion se baso, en parte, en la presencia de fragmentos en sus espectros de
MS/MS, proceso que resulto desafiante debido a la baja intensidad de sefiales en algunos
casos, lo que dificultd la obtencion de espectros de masas-masas para justificar las

estructuras propuestas.

Por otro lado, el analisis SPE-GC-MS de las fracciones de silica gel hidrolizadas y el
analisis en paralelo por UHPLC-MS de estas fracciones sin hidrolizar permitio el
establecimiento de correlaciones positivas entre las intensidades del aroma
correspondiente en la fraccion hidrolizada y la del potencial precursor, lo cual resultd ser

una herramienta de gran potencial para la identificacion de estos precursores.

En general, fue posible la identificacion de 49 posibles precursores glicosidicos, de los
cuales 26 no habian sido nunca descritos en la bibliografia. Entre estos destacan
potenciales precursores glicosidicos de fenoles volatiles como guaiacol y 4-vinilfenol,

monoterpenoles, asi como norisoprenoides como Riesling acetal y TDN.
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Capitulo 5. Variabilidad aromatica intervarietal como
herramienta para la identificacion de precursores glicosidicos

del aroma en uvas mediante estrategias metabolomicas

1. Introduccién

En el capitulo anterior, se demostrd que es factible identificar los precursores del aroma
combinando el fraccionamiento preparativo de extractos de uvas, primero sobre Toyo
Pearl seguido de silica gel con el andlisis simultaneo de los aromas liberados durante la
hidrolisis acida de dichas fracciones y el andlisis UHPLC-MS de estas mismas fracciones

sin hidrolizar.

La identificacion se facilité sobremanera mediante el establecimiento de correlaciones
entre los contenidos de precursor en cada fraccion medidos por UHPLC-MS y los
contenidos de aromas liberados en estas fracciones mediante la hidrolisis acida. La
existencia de perfiles de elucion practicamente coincidentes resultd esencial para atribuir
con mas seguridad el cardcter de precursor aromatico al feature de m/z compatible con

una estructura glicosidica relacionada con el aroma en cuestion.

Existen numerosos trabajos que hacen referencia a la variabilidad aromatica en fracciones
y vinos de distintas variedades de uvas ya sean blancas o tintas (Alegre, Sdenz-Navajas,
et al., 2020; Carlin et al., 2022; Guth, 1997; Loscos et al., 2010; Oliveira & Ferreira,
2019). Incluso, recientemente, hay autores que han desarrollado trabajos sobre las
diferencias entre los contenidos de precursores glicosidicos del aroma en distintas
variedades. Caffrey et al. (Caffrey etal.,, 2020) identificO numerosos precursores
glicosidicos en las variedades de Riesling y Moscatel de Alejandria y demostré que las
dos variedades eran distinguibles en funcion de las abundancias relativas de los glicésidos
que presentaban. Wei et al. (Wei etal., 2021) evalué también las diferencias entre
precursores glicosidicos entre diferentes clones de Riesling, Chardonnay y Moscatel
evidenciando que, los patrones de glicosilacion de los compuestos aromaticos muestran
una diferencia importante entre las variedades e incluso que existe una diferencia notable

también entre las concentraciones de estos compuestos entre clones de la misma variedad.
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Dada la complejidad de los estudios de identificacion de los precursores aromaticos,
resulta esencial apoyarse no sé6lo en los datos UHPLC-MS, sino en el estudio de como
los distintos features compatibles con moléculas de precursor, se correlacionan con los
niveles de aroma generados por hidrolisis, en conjuntos de muestras con un nivel

suficientemente diferenciado de aromas.

Sin embargo, hasta ahora no se ha llevado a cabo ningtn estudio para determinar cuéles
de las decenas de miles de moléculas detectables en extractos de uvas mediante UHPLC-
MS estan correlacionadas con los niveles de compuestos aromadticos varietales
desarrollados en vinos envejecidos. En el presente capitulo, aprovecharemos la
diferenciacion introducida por la variedad de la uva para establecer dichas correlaciones

externas.

El principal objetivo del presente trabajo es identificar precursores aromaticos
glicosidicos en seis variedades de uvas utilizando un analisis metabolomico por UHPLC-
QTOF-MS empleando la existencia de correlaciones positivas con los aromas liberados
mediante hidrolisis acida de fermentados monovarietales envejecidos, como una
herramienta que permita un nivel adicional de confirmacién en la identificacion y

caracterizacion de estas moléculas precursoras.

2. Materiales y Métodos

2.1 Preparacion de muestras

Se partié de dos kg de uvas de seis variedades diferentes, cuatro blancas: Riesling,
Gewiirztraminer, Chardonnay y Macabeo, obtenidas de la Denominacion de Origen
Somontano y dos tintas: Garnacha y Tempranillo, que se obtuvieron de la Denominacion
de Origen Calificada Rioja. Siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 4.3.1.1 del

capitulo 4 se prepararon seis mistelas monovarietales.
2.2 Fermentacion rapida

Cada mistela monovarietal se desalcoholiz6 en un rotavapor hasta reducir el contenido de
etanol a menos de un 2% como describe Alegre et al. (Alegre, Arias-Pérez, et al., 2020).

Una vez desalcoholizadas, se midi6 el volumen recogido de agua-etanol en el matraz de
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recoleccion y se volvid a afiadir esta cantidad a la mistela desalcoholizada, pero esta vez
solo de agua conteniendo una concentracion de 0,75 g/ de NH4" en formato de sal
(NH4)2S04. Posteriormente, se afladieron 280 mL de cada mistela desalcoholizada en tres
frascos Pyrex de 500 mL con una valvula Miiller, que sirvieron de fermentadores como
se observa en la figura 5.1. Se inoculd la cantidad correspondiente a 250 g/hL de levadura
Lalvin QA23™ (Saccharomyces cerevisiae, Lallemand Bio, Barcelona), previamente
activada segun las indicaciones del fabricante. Los fermentadores se colocaron en una

incubadora a 28°C durante 3 dias hasta el final de la fermentacion.

Fig 5.1 Fermentacion rapida por triplicado de las seis variedades de uva. De izquierda a
derecha aparecen en este orden: Gewiirztraminer, Macabeo, Chardonnay, Garnacha, Riesling y
Tempranillo

2.3 Evaluacion del aroma

Para el estudio del aroma de cada variedad se evaluaron los compuestos del aroma
minoritarios y trazas en el vino recién fermentado (to) y en los vinos envejecidos mediante
hidrdlisis 4cida en anoxia a 75°C, durante 12 (t12) y 96 h (tos). También se analizaron los
mercaptanos polifuncionales que solo fueron evaluados en el vino recién fermentado (to)

y a las 96 h de envejecimiento (to).
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2.3.1 Envejecimiento acelerado mediante hidrdlisis acida en anoxia

Para el envejecimiento de cada uno de los fermentados monovarietales se ajust6 su pH a
3,5 en cada una de sus tres réplicas. En la cdmara de anoxia, se llenaron los viales
correspondientes, dejando el minimo espacio de cabeza, para el analisis de cada método
(compuestos minoritarios y trazas: 3 viales de 20 mL, uno por cada réplica de cada
variedad y mercaptanos polifuncionales: 3 viales de 10 mL). Los viales cerrados se
colocaron dentro de una bolsa plastico termosellada (Coimbra Pack, S.L, Zaragoza,
Espaiia), certificadas con permeabilidad al oxigeno (valor medio de 9 cm?’/(m?-dia).
Luego, esta primera bolsa se coloco dentro de otra del mismo tipo y entre ellas se afiadio
carbon activado con un eliminador de oxigeno (AnaeroGenTM de ThermoScientific,
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) como describe Vela et al. (Vela et al., 2017).
Las muestras de to se almacenaron en nevera a 4°C hasta su andlisis, mientras que las
muestras ti2 y tos fueron incubadas durante 12 y 96 horas a 75°C en una estufa (Memmert
GmbH, Alemania), respectivamente. Una vez terminado el proceso de incubacion se

almacenaron también a 4°C hasta su analisis.
2.3.2 Cuantificacion de aromas trazas y minoritarios

Se evaluaron estos aromas siguiendo el método referenciado en la seccion 2.3.1 del
capitulo 1. Para ello se analizaron las tres réplicas de fermentador para cada variedad en

cada tiempo to, ti2 y t9s, para un total de 54 analisis.
2.3.3 Cuantificacion de mercaptanos polifuncionales

Estos compuestos se evaluaron siguiendo el método antes descrito en el apartado 2.3.2
del capitulo 1. Para ello se analizaron también las tres réplicas de fermentador para cada

variedad en los tiempos to y tos, para un total de 36 analisis.

2.4 Anélisis SPE-UHPLC-QTOF-MS de los vinos recién fermentados

Para este analisis se evaluaron los vinos recién fermentados (to) mediante un método no
dirigido por LC-MS. Se tomaron 25 mL de cada réplica de fermentador, se
desalcoholizaron en el rotavapor y una vez desalcoholizados se afiadié 2 mg/L de B-fenil-

D-glucopirandsido como estandar interno y finalmente se ajustd el volumen final con
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agua milliQ en un matraz de 25 mL. Posteriormente, se realiz una extraccion en fase
solida (SPE) siguiendo el método desarrollado por Alegre et al. (Alegre, Arias-Pérez,
et al., 2020) con algunas modificaciones y reescalados. Se emplearon cartuchos de 500
mg de Sep-Pak C18 (Waters, Ireland) que se acondicionaron previamente con 2,2 mL de
metanol seguidos de 2,2 mL de agua milliQ y se cargaron 10 mL de vino previamente
desalcoholizado como se describid anteriormente (2 réplicas de los 25 mL del vino
desalcoholizado, 10 mL x réplica). Se realizdé un lavado con 4,4 mL de agua miliQ a
pH=3,5, la resina se secd a vacio y se eluyd con 5 mL de metanol (grado LC-MS). Los
extractos se llevaron a sequedad bajo corriente de nitrogeno, se redisolvieron en 250 uL
de metanol (grado LC-MS) y filtraron a través de un filtro de jeringa de
politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,22 um de tamafio de poro y 0,13 mm de diametro
(Filter-Bio (Aldo), Madrid, Espafa.

De cada extracto filtrado se tomaron 50 pL para la preparacion de la muestra control
(Quality Control (QC)) que es una muestra promedio, ya que contenia alicuotas
equivalentes de todas las muestras, que fue utilizada para controlar el analisis. Las
muestras se inyectaron aleatoriamente.

El método de UHPLC-QTOF-MS empleado aparece descrito en el apartado 4.3.4 del
capitulo 4. Los mostos también se extrajeron también mediante el mismo método SPE y
se analizaron por el mismo método y tanto estos como el QC y los vinos to se emplearon
para la obtencion de espectros de MS? siguiendo el modo de adquisicion DDA (data-
dependent adquisition). El tratamiento de los datos obtenidos en este anélisis se realizo

empleando el software Metaboscape (Bruker Daltonics, Germany).

3. Resultados

El esquema general de trabajo seguido aparece resumido en la figura 5.2 para una mejor
comprension. En este estudio se prepararon mostos, obtenidos a partir de mistelas
monovarietales desalcoholizadas, de seis variedades de uva. Estos se fermentaron
empleando el método rapido descrito en el capitulo 3, que implico la adicion de una
cantidad significativamente mayor de levadura QA23 (equivalente a aproximadamente
10 veces mas, de lo habitualmente empleado en la vinificacion comercial) y una

temperatura mayor (T= 28°C) que la comunmente empleada. Esta estrategia de
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fermentacion ha mostrado ser muy reproducible y respetar de manera practicamente total
los precursores aromaticos. Los vinos jovenes resultantes (to) fueron, por una parte,
sometidos a un envejecimiento acelerado empleando la hidrdlisis en anoxia a 75°C
durante 12 y 96 horas. Se cuantificaron los compuestos minoritarios y trazas y los
mercaptanos polifuncionales volatiles del aroma presentes tanto en los vinos recién
fermentados como aquellos liberados en el envejecimiento acelerado de los mismos

fueron analizados.

Ademas, los vinos jovenes fueron analizados por un método no dirigido de SPE-UHPLC-
QTOF-MS. Los mostos de partida (previamente extraidos con el mismo método SPE) y
los QC se analizaron también por UHPLC-QTOF-MS/MS en modo DDA (Data-
Dependent Adquisition), con el objetivo de buscar los patrones de fragmentacion de las

sefiales que pudieran estar asociadas a precursores.
Este estudio consta de dos partes principales:

1. El anélisis de los compuestos aromaticos liberados durante los distintos tiempos
de hidrolisis y su variabilidad entre las distintas variedades (Apartado 3.1 de este
capitulo)

2. El andlisis metabolomico no dirigido por UHPLC-QTOF-MS para identificar
precursores glicosidicos presentes en los vinos y aquellos cuyos niveles estén
especificamente correlacionados con los niveles de compuestos aromaticos

formados en las muestras (Apartado 3.2 de este capitulo).
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Preparaciéon de mistelas
monovarietales
(6 variedades)

Desalcoholizaciény reconstitucion
(obtencion de mostos)

Fermentacion rapida
(3 rep. x variedad = 18 vinos )

Vinos t,

Parte 1. Estudio de la variabilidadad aromatica Parte 2. Identificacién de precursores glicosidicos
/ Envejecimiento acelerado \ / \
(hidrolisis acida en anoxia a 75°C)
SPE (2rep x vino) = 36 Qc SPE
muestras mostos
'

|
I UHPLC-QTOF-MS &
o

MS/MS

GC-MS

LC-MS

Norisoprenoides  Cinamatos Mercaptanos
Terpenos Derivados de polifuncionales

AN /

Estudio de correlaciones entre el aroma liberado en los vinos envejecidos a
t;, Y tos y el contenido de precursores a t,

Fig. 5.2. Esquema resumido de la metodologia de trabajo empleada

3.1 Variabilidad aromatica asociada a la variedad de uva y al tiempo de hidrolisis

Para el analisis de la variabilidad aromatica asociada a la variedad y al tiempo de hidrolisis
se realizaron diferentes analisis. Primeramente, los vinos jovenes y los hidrolizados a
75°C de 12 y 96 horas fueron analizados por el método de GC-MS descrito en el apartado
2.3.2 de este capitulo para la determinacién de los compuestos trazas. Por otro lado,
también los vinos jovenes y los hidrolizados de 96h se analizaron por el método descrito
en el apartado 2.3.3 de este capitulo para la determinacion de los mercaptanos

funcionales.

En la Tabla 5.1 se muestran las concentraciones de cada uno de los aromas analizados

para cada variedad en los tres tiempos de analisis.
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Tabla 5.1. Concentraciones (ug/L) y desviaciones estandares (n=3) de los aromas analizados en los tres tiempos de analisis para cada variedad *.

to ti2 tos
Compuestos
Tempranillo Garnacha Riesling Gewdrztraminer Chardonnay Macabeo Tempranillo Garnacha Riesling Gewdrztraminer Chardonnay Macabeo Tempranillo Garnacha Riesling Gewirztraminer Chardonnay Macabeo
T | T N om0 E | T UD e |0 U e TS
o | S OSE ML oo Gme S| GED oL G g et el sl b8 g e
acctatodef | 1170133 1320+149 925480 1380 + 58 1020£38 1140461 | 101052 1130+70 702+11  1180+5 678423 851442 | 557+11 42726 857457 715444  T7.2+22 20812
leucato de etilo nd. nd. nd. nd. nd. nd. SOSE S99 10107  367+006  103+07 758%013 | 127407 20806 392%16 113302  601%37 37608
yromtactona | 09% 2324015 179£005 206002  215%000 ok | ETE . 32x 2B8% 550005 LT2E gs7eqes | Z0E 37T 2% ggraqes  Z¥E A0
massoia lactona Od?ggli 1.30£0.02 n.d. 131£016 1984027 173+11 06?3371 2(%7* ngolai 1.29+0.16 167.861 12704 26(.);21 4693; 0'5%97* 1.36 +0.09 267.361 18.6+0.7
vitispiranos nd. nd. n.d. nd. n.d. n.d. Lo 48Nt 22x06 0680£0007  30f 7333064 |206+13 607%27 o 179409  184+01 093534
TON 06?8(?9’-' 0(')%%2* 0:327’-' 0370033  Gl* 06.18251i 06(.5;: S Lo 128203 Lo1x001 36(.)5 S 322x019 | 149x09 se3x21 21 145+04  409+07 1535
Riesling Acetal n.d. nd. n.d. n.d. nd. n.d. Odf‘égoi 1('%5* G(ff; 0.154 + 0,009 Obftgfoi 2.36+0.04 45‘3 . 867551 118404  162+012 ob%fst gﬁf
o | U GRS om0 RS | DR GRS M oo GEF US| B D A% a  dm o
| B GBS OB ooaam OE: OIS GBS O ol oo OEES GUE: | GEmM 0N S s O OS
auniferol | 91311  243%08 33450  220:015 137403 157402 |593%17 207%21 318%26 752:014 10603 113x14 | 102+l 27804 70908  20%067 16714 0 *
svinilguaicol | 20L4+£25  716+41  286+77 93.9+60 206414 1095 |615%28 110+7 32732  338+11 37919 881%33 | 18626  e6x7 0 128016 1345  192+7
siringol 0301 %3 0822%  0412£0015 0205:002 Cooof | 484213 143x06 o0f  04e7x0033 oot OASE 07:3  673:08  Cort*  1mxoas P 0%33%
T L > RN i P SV T
T T I U T
. N T I - R R A T
wansisoeugenol | 002 F 943:051 450£025  181%13 2412026 oo | Ui 123306 ot 16.2+03 200 a1sxo1z | BOF 201403 19121 256+05 bH2r  169+09
qusiacol 4;331 3.00+0.14 06‘.‘8; . 1.02 £ 0.06 Oc'fééf 26?1; g(fzsi Sbégf 06?8;81 0.984 £ 0.077 °¢,‘,‘§§f 2684022 | 34807 236405 Zﬁf 369+03 162.851 45’2;
e | S me L g S G [ m el mL e YD gm0 g BN g O G
e | 0005 B UL g OB G |obM: OB DL oo O OEM | o Ol eaee o O
wore | GO0 Goow ooy 0xooss Gt US| Gow oo e 3570 Yont  Gol | Bor oer s u2s03 oot E
o | OV CISEE 0Ll M O | oES N OmB: s OB GmE |00 oL emSs L o o
o | ME imtew ameam e wmsas G | O M MR mree S S | omn g ms . hesr oan
oxidodelinalool | n.dl. 0287 094x007 180004 e 1Rk | Oseex L3Sk 8BS 8.65 + 0.06 25 arxozr | LBE TRE user09 90714 157203 184+03
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Tabla 5.1. Concentraciones (ug/L) y desviaciones estandares (n=3) de los aromas analizados en los tres tiempos de analisis para cada variedad *.

to ti2 tos
Compuestos
Tempranillo Garnacha Riesling Gewdirztraminer Chardonnay Macabeo Tempranillo Garnacha Riesling Gewdirztraminer Chardonnay Macabeo Tempranillo Garnacha Riesling Gewiirztraminer Chardonnay Macabeo
) 132+ 126¢% 307 % 571 487 376 % 289+ 175+ 0829t  0.99
linalool Sos 165004 101%01 441004  291%020 o 1 og  248%06 54908 o7 4.45 +0.09 s 000 o 146 +3.115 005 .05
. 346 + 214+ 221+ 267+
limoneno 164+17 17607  186%07 384+005  4.28+0.29 s oo o2 o1 205+7 1946 188+17 | 147404 143+04 146+1 258416200 26822  239+16
_ 8.63+ 422+ 301+ 219+ 0346+ 0302+
geraniol 131+03 151+05  143+03 1144 121£05 11804 | °of  109%06 195:04 116+2 fr 5.74 £ 0.02 L o5 10401 12942 002 o076
_ 0685+ 0721+ 0.752 % 0.667 + 058+ 115+ 119+ 127+ 0.921 + 0.939 + 164+ 156+ 143+ 0843+ 0818+
dinidromircenol | " 57g 0.005 0.029 0.583+0.087 0.073 0.03 0.09 0.09 0.13 1.01£004 0.047 0.061 0.05 0.09 0.17 1.01+003 0.046 0.048
) 468+ 8.44 435+ 758 6.08 + 396+ 350+ 434+ 1,05+ 0513+ 176+
p-citronelol 1, T48%035 736037  686%16 4744029 09 o Py o 68.1+25 Y 6.99 +0.12 00 o o 46.9+16 01 oo
) 0206+ 0219+ 0.255 = 0291+ 0211+ | 0263+ 0261+ 0613+ 1,66+ 0807+  08l4+ 184z 2.08+ 179+
L8-cineol 0.004 0.015 0.048 0.246 £ 0.029 0.004 0.039 0.008 0.053 0.077 1.68£003 0.32 L79£019 | 75049 0.001 0.07 218+01 0.15 0.25
- 442+ 0953« 0966+ | 935+ 975+ 167+ 6.25¢+ 731+
vainillina o 260%005 149005  0.996+0.069 068 05 o ol 778%36  240:056 o 251+054 | 30.8+09 381+08 151+11  887+219 i i
sringaidenido | 218411  247+15 659+033  7.92+043  7.31+146 145+09 | 508+14 964+53 109+16  131+14 76855 217423 | 2670479 874+36 262+16  47.0+66 4f3871 84.7+9.0
acctovainillona | 26.2402  427+12 23426 17.7+19 6.86+083 17.2+27 | 249+08 402+06 296+15  27.5+21 769381 236+29 |289+09 431+03 337£23  289+11 10509 255+15
wmercaptod- | 0.532 % 151+ 0.644 = 0617« 206+ 216+ 351+ 174+ 418+ 352+
metil-2-pentanona | 0,047 0.414 0.335 0.935£0.134 0.222 0.65 0.54 183 0.47 1.73£019 0.75 0.40
acetato de 3-
e e | 44612 72678 6242101 162+ 12 204+23  656+32 304+15 477+55 36.1+66 117+8 789+61 312+23
3-
mercapoohexanol | 10516 108+73 16657 357 £ 40 205431 1442473 662+12 7965475 612+13 1180+24  2453+56 6649 + 76
) 362+ 86.7+
furfuritiol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 104 76+8 51+5 65.5 +15.9 118 29.9+21
_ 00885+  0.129+ 0.126 + 0163+ 0.124+ 0247+ 101 266+ 422+ 262+
bencilmercaptano |~ 03 0.055 0066  00969£00322 5.0 0.04 0.036 0.18 0.41 1.29£01 0.19 0.27

*Los mercaptanos polifuncionales (4-mercapto-4-metil-2-pentanona, acetato de 3-mercaptohexilo, 3-mercaptohexanol, furfuritiol y bencilmercaptano) solo se
analizaron a to y tgs y Su concentracion esta expresada en ng/L.
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3.1.1 Estudio de la diversidad aromatica de las distintas variedades

Se realiz6 un ANOVA de dos factores (la variedad y el tiempo de envejecimiento) y a su vez se
calcul6 la relacion entre la concentracidon minima y maxima de un compuesto en el mismo punto

de tiempo entre las variedades, pardmetro que en metaboldmica se denomina comunmente

como “Fold Change” (FC)).

Los valores de FC se resumen en la figura 5.3, que muestra los compuestos del aroma por
familias: en el lado izquierdo se indican los nombres de los compuestos y su significatividad (p
< 0,05) en el ANOVA, donde v es la variedad, t es el tiempo de hidrolisis y * es el factor
interaccion entre la variedad y el tiempo de hidrolisis. La escala de intensidad de color sefiala

el momento en el que la variabilidad es mayor para cada aroma.

Como se puede observar, para la mayoria de los compuestos, a excepcion de la 4-mercapto-4-
metil-2-pentanona (MP), todos los factores y su interaccién son significativos. Del mismo
modo, existe una gran variabilidad en la mayoria de los compuestos (con FC > 5 en la mayoria
de los casos). Los valores mas altos de FC estan presentes en la familia de los terpenos y
mercaptanos polifuncionales, a excepcion, en el vino joven, del furfuriltiol (FFT) y bencil
mercaptano (BM), quizas porque estos compuestos requieren un tiempo mas largo para su

formacion, evidenciando asi un gran aumento después de las 96h de hidrolisis.
De acuerdo con la figura, los componentes mas diferenciantes son:

* masoia lactona, que parece ser caracteristica de las uvas de Macabeo empleadas en este
estudio,

* Jos norisoprenoides vitispiranos, TDN y Riesling acetal, que son particularmente altos
en Riesling, seguido por Macabeo;

* Jos fenoles volatiles 4-vinilfenol, siringol y guaiacol, y el siringaldehido que son
maximos en Tempranillo;

= ¢l eugenol y los terpenos, excepto limoneno, que fueron maximos en Gewlirztraminer.

= EI limoneno diferencia Gewiirztraminer, Chardonnay y Macabeo, de Tempranillo,
Garnacha y Riesling.

= EI 3MH fue particularmente alto en Garnacha y Macabeo, y particularmente bajo en

Tempranillo y Riesling.
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ethyl_dihydrocinnamate wt* -
ethyl_cinnamate vt* -
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Fig. 5.3. Variabilidad de los compuestos aromaticos en los diferentes tiempos de envejecimiento entre variedades. Las familias se dividen en (CIN:
derivados del dacido cinamico, EE: ésteres, NOR: norisoprenoides, PHENOL: fenoles, TERPENE: terpenos, VAN D: derivados de la vainillina y PFM:

mercaptanos polifuncionales
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En la figura 5.4 se observan los contenidos totales para cada variedad de las familias de los

compuestos estudiados, especificamente a 12h para los terpenos y a 96h para el resto de las

familias de aromas.

AROMAS TOTALES POR FAMILIA EN CADA VARIEDAD

2744

m Terpenos totales
m Norisoprenoides totales
Esteres Totales

Derivados del acido cinamico totales

1336

= Fenoles totales

m Derivados de la vainillina totales

Concentracion (ug/L

1148

m Mercaptanos polifuncionales totales
m Lactonas totales
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570
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Figura 5.4 Concentraciones totales de aromas por familia en cada una de las seis variedades.

Para terpenos a 12h y a 96h para el resto

A continuacion, se hara un analisis del comportamiento de cada familia de compuestos en cada

variedad durante el envejecimiento acelerado.

Derivados de la vainillina

Las variedades tintas: Tempranillo y Garnacha, son ricas en aromas derivados de la vainillina

(Loscos et al., 2010), especificamente en vainillina y siringaldehido como se puede observar en

la figura 5.5.
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Derivados de la vainillina

acetovanillone syringaldehyde
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Fig.5.5. Evolucion de derivados de la vainillina en el envejecimiento acelerado

Fenoles volatiles:

Sorprendentemente, la variedad con mas contenido total de fenoles es la Gewdirztraminer,

principalmente por el alto contenido en eugenol, isoeugenol y 4-vinilguaiacol, este ultimo

aroma se ha identificado como caracteristico y diferenciante de esta variedad (Furdikova et al.,

2017). Sin embargo, Tempranillo presenta los contenidos mayores de otros fenoles como

guaiacol y siringol. En la figura 5.6 se puede observar la evolucion de estos compuestos con el

envejecimiento en cada variedad.
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Fig.5.6. Evolucion de los fenoles en el envejecimiento acelerado
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Norisoprenoides:

Respecto a los norisoprenoides, cuya evolucion durante el envejecimiento se encuentra
representada en la figura 5.7, el mayor contenido total estd presente en Riesling, debido a los
altos niveles de TDN, Riesling acetal y vitispiranos de sus vinos envejecidos a 96h. Para la [3-
damascenona, los mayores niveles se encuentran en Tempranillo, Gewiirztraminer, Riesling y
Garnacha, en este orden. Los niveles de B-ionona son mayores en Riesling, Garnacha y
Tempranillo. En general, esta familia de compuestos se caracteriza por un aumento durante el

envejecimiento que contribuye ademas a una gran diferenciacion entre variedades a las 96h.

Norisoprenoides

b_ionone damascenone

-5 12.5- o 300 - '

S 400- - / variety

; //”/ /j;* 200- - chardonnay
g 75" _— e - garnacha

© T = gewurztraminer
S 50- —

2 / _— __—* 100- -+ macabeo

8 ; s < riesling

8 ~ tempranillo

8] 0- =

0 25 50 75 100
time (hours)

Fig.5.7. Evolucion de norisoprenoides en el envejecimiento acelerado
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Terpenos:

Los mayores niveles de terpenos totales se encuentran en Gewlirztraminer. En la figura 5.8 se
observa la evolucion de estos aromas durante el envejecimiento acelerado. Gewiirztraminer
sobresale por sus niveles superiores de este tipo de compuestos, especialmente de 6xido de rosa,
que ha sido identificado previamente como un aroma caracteristico e importante para esta
variedad (Guth, 1997) y que se ha relacionado con el aroma a lichi caracteristico de estos vinos
(Ong & Acree, 1999). A pesar de que a las 12h comienzan a degradarse estos aromas, el linalool,
en esta variedad, en lugar de degradarse sigue mostrando un incremento notable hasta las 96h.
Esto sugiere la presencia de una reserva significativa de precursores en esta variedad. Riesling
también destaca por su contenido en geraniol, linalool, nerol, 6xido de linalool y terpineol
(Skinkis et al., 2008). En el resto de las variedades los contenidos son variables siendo inferiores

en Tempranillo y Macabeo.
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Fig.5.8. Evolucion de norisoprenoides en el envejecimiento acelerado
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Derivados de acido cinamico:

Para los compuestos derivados del dcido cindmico (cinamato y dihidrocinamato de etilo) los
mayores contenidos se presentan en Chardonnay, como se muestra en la figura 5.9.
Especificamente el cinamato de etilo ha sido descrito como uno de los compuestos claves para
el aroma del Chardonnay (Jaffré etal., 2011; Moio etal., 1994). La variabilidad de estos

compuestos es mayor en los vinos envejecidos durante 96h.

Derivados del acido cinamico

ethyl_cinnamate ethyl_dihydrocinnamate

'{ 0.8-

/* variety
== - chardonnay
- garnacha
-= gewurztraminer
~+ macabeo
- riesling
- tempranillo

concentration (ug/L)

0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
time (hours)

Fig.5.9. Evolucion de derivados del acido cinamico durante el envejecimiento acelerado

Lactonas:

El mayor contenido total de las lactonas analizadas en este trabajo, masoia lactona y v-
nonalactona, se observa en la variedad Macabeo, debido especialmente a la concentracion muy
superior de masoia lactona que presenta, como se puede observar en la figura 5.10, que coincide
también con una alta concentracion de y-nonalactona. Los vinos envejecidos a 96h de Garnacha
presentan una concentracion de y-nonalactona superior a la otra variedad tinta, el Tempranillo,
lo que ha sido descrito anteriormente (Ferreira et al., 2000). En general, el mayor contenido de

estas lactonas se encuentra a 96h.
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Fig.5.10. Evolucion de lactonas en el envejecimiento acelerado

Mercaptanos polifuncionales:

En el caso de los mercaptanos polifuncionales, hay que diferenciar entre los varietales, y el
resto. De los varietales, el mas abundante es el MH, seguido de su acetato, el MHA. Ambos se
encuentran en mayores niveles en Garnacha y Macabeo, como se puede observar en la figura
5.11. De estos compuestos, el MH es el unico que tiene precursor directo, por lo que aumenta

durante el envejecimiento, mientras que el MHA decrece al irse hidrolizando.

La MP igualmente se encuentra en mayores niveles en Garnacha y Macabeo, si bien en este
caso, los vinos envejecidos de Chardonnay llegaron a tener cantidades méaximas. Estos
hallazgos coinciden con los resultados obtenidos por Capone et al. (Capone et al., 2018) en un
estudio que respalda posible contribucion significativa de estos compuestos al aroma del

Chardonnay.

La mayor variabilidad en estos aromas se aprecia a las 96h, excepto en el caso del MHA, donde
se observa una disminucion debido a la hidrolisis de este compuesto para generar 3-
mercaptohexanol, que se ha descrito como el mecanismo clave responsable de la desaparicion
del distintivo aroma a fruta de la pasion, producido por el MHA, en vinos de Sauvignon Blanc

(Herbst-Johnstone et al., 2011).
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Mercaptanos polifuncionales
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Fig.5.11. Evolucion de los mercaptanos polifuncionales en el envejecimiento acelerado
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En el caso de los ésteres estudiados, por su parte, el leucato de etilo aumenta con el

envejecimiento de los vinos (Denat et al., 2022) y presenta cantidades variables entre las

muestras, como se aprecia en la figura 5.12. Los niveles mads altos se encuentran en la variedad

Chardonnay, seguida de Riesling y Macabeo.

El acetato de feniletilo no es un aroma varietal puro, ya que se forma mayoritariamente por la

levadura y disminuye con el envejecimiento por hidrdlisis (Denat et al., 2022; Oliveira &

Ferreira, 2019). La variedad con el mayor contenido de este éster es Gewlirztraminer.
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Fig.5.12. Evolucion de los mercaptanos polifuncionales en el envejecimiento acelerado

Analisis de componentes principales (PCA)

Se realizdé ademas un analisis de componentes principales (PCA) que se observa en la figura
5.13, en el que se muestra la distribucion de las muestras segiin la variedad y el tiempo de

envejecimiento (PCA-izquierda) y los compuestos aromaticos (PCA-derecha).

Como se puede observar, es evidente que la variedad mas diferente es Gewiirztraminer, la cual
se encuentra separada del resto por el eje PC2. Esto se debe a que es una variedad rica en aromas
de terpenos, que hacen que estas uvas y los vinos elaborados con ellas, tengan un caracteristico
aroma floral (Guth, 1997). Asimismo, el PCA evidencia que la siguiente variedad mas diferente
es la Tempranillo, que se diferencia del resto por su alto contenido en fenoles como 4-finilfenol,
guaiacol y siringol y del aldehido siringaldehido (Alegre, Sdenz-Navajas, et al., 2020). Estas

diferencias se hacen patentes a partir de las 12h y se intensifican a las 96h.

Por otro lado, el eje PC1 separa las muestras segun el tiempo de envejecimiento. A la derecha,
se encuentran los hidrolizados de 96h y a la izquierda, tanto los vinos recién fermentados como
los hidrolizados durante 12h. Para el conjunto de variedades neutras Garnacha, Macabeo,
Riesling y Chardonnay, solo se manifiestan diferencias varietales claras tras 96h, con el
aumento en la formacion de norisoprenoides, fenoles y mercaptanos polifuncionales, que son

los compuestos de mayor variabilidad entre las muestras una vez transcurridas las 96h de
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envejecimiento acelerado, ya requieren un mayor tiempo de hidrdlisis. Los vinos jovenes y las
muestras de 12h, aunque estan en el mismo lado del eje PC1 forman dos grupos bien

diferenciados
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Fig.5.13. Analisis de Componentes Principales (PCA). A la izquierda: Distribucion de las muestras de cada variedad a los tres tiempos
estudiados. A la derecha: Distribucion de los compuestos aromdticos
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3.2 Analisis UHPLC-MS de los vinos jovenes

Los extractos de los vinos to de cada variedad fueron sometidos a un andalisis metabolémico no
dirigido por un método de UHPLC-MS. El tratamiento de datos se realizd en el software
Metaboscape de Bruker, mediante el cual se obtuvo una tabla con 17598 features
correspondientes a las 36 muestras analizadas (6 variedades de las que se hicieron 3 réplicas de

fermentacion y de cada fermentado se hicieron 2 réplicas de extraccion SPE = 36 muestras).

En la figura 5.14 se muestra el PCA de la distribucion de las muestras de vinos y los controles
(QC). Los QC son muestras cuya funcion es evaluar la estabilidad y precision del andlisis y
aportan un valor mas significativo que la simple evaluacion del rendimiento cromatografico y
de la espectrometria de masas. En el PCA estos (en rojo) se encuentran centrados formando un
cluster, mientras que el resto de las 6 réplicas de cada variedad estan formando sus propios
clasteres por separado, lo que sugiere que el analisis ha transcurrido de forma correcta o sea
que el equipo ha funcionado correctamente durante todo el andlisis y que las diferencias

encontradas se deberdn a las muestras y no a errores de medicion.
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Fig. 5.14. PCA de los vinos a t0 de las seis variedades y los QC en el analisis UHPLC-MS

Podemos apreciar también que las variedades que son mas diferentes del resto son la

Gewiirztraminer y el Tempranillo, en clara coincidencia con los resultados del aroma varietal.
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No sorprendentemente, también en este caso se evidencian las diferencias entre variedades
tintas y blancas debido posiblemente a la presencia de polifenoles en las primeras.

No obstante, las coincidencias entre los PCAs obtenidos con los aromas y con los datos
UHPLC-MS son sorprendentes, por cuanto los aromas derivan de componentes que, desde el
punto de vista cuantitativo, representan menos del 1% de las sefiales obtenidas en el sistema
UHPLC-MS. Esto indica, como ya se observo en un trabajo anterior (Alegre, Sdenz-Navajas,
et al., 2020) (articulo Yohanna hidrdlisis) que cada variedad tiene un patrén metabdlico de
metabolitos secundarios muy caracteristico. Es muy llamativo que el color no sea el principal

criterio de diferenciacion.

3.2.1 Tratamiento y seleccion de los features detectados

El flujo de trabajo seguido para tratar con esta enorme cantidad de sefiales fue, primeramente,
filtrar aquellas sefiales que, por su masa exacta coincidieran con las de los compuestos que

aparecen las bases de datos elaboradas y mencionadas anteriormente en el capitulo 4.

Una vez filtrados los features en el software de Metaboscape, las sefiales de importancia se
redujeron a 1117, que se encontraban dentro de un error en la masa exacta de = 5 ppm respecto
a la masa teorica. El proximo paso fue definir si estas sefiales podian cumplir o no con la
estructura propuesta, para lo que realizamos una adquisicion en modo data dependent (MS/MS)
para intentar obtener los espectros de MS? de los features. Este anélisis se hizo sobre el QC y
los extractos de los mostos de cada variedad, ya que en estos ultimos podrian encontrarse
algunos precursores en mayor concentracion. Una vez hechos estos andlisis, para los features
que no se obtuvo su espectro de fragmentacion y especificamente para los extractos de los vinos
to, se utilizo una lista de precursores (SPL-Scheduled Precursor List) que contenia informacion
sobre los valores de m/z y los tiempos de retencion, como se explico anteriormente en el
capitulo 4, para intentar de esta forma asegurar la adquisicion de sus espectros MS?2. Ademas,
se realizd una busqueda de coincidencias con los precursores ya identificados anteriormente

por el método de fraccionamiento descrito en el capitulo 4.

Por otro lado, se realizdo en el programa Rstudio una busqueda de correlaciones positivas
significativas entre los features filtrados en el primer paso y los aromas en los vinos envejecidos
durante 12 y 96 horas. Para los terpenos se seleccion6 el aroma liberado a 12h para buscar

correlaciones entre estos y sus posibles precursores, ya que conocemos que el punto maximo
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de liberacion por hidrélisis acida a 75°C, de esta familia, es a las 12h porque luego ocurre
mayormente su degradacion, como se observo previamente en el estudio realizado en el capitulo
1 y aparece publicado en (Sanchez-Acevedo et al., 2024). Para el resto de los aromas entre los

que se encuentran norisoprenoides, fenoles y otros, se emple6 el tiempo de 96h.
3.2.2 ldentificacion de posibles precursores del aroma

Para la totalidad de sefales analizadas (1117) fue posible obtener menos de un 20% del total
espectros de masas/masas, esto se debe principalmente a la baja concentracion en que se
encuentran estas sefiales de potenciales precursores en los vinos, en muchos casos por debajo

de 103 cuentas.
La identificacion de los posibles precursores se hizo en diferentes niveles de confirmacion:

1- Primera categoria: La estructura propuesta se justifica por los fragmentos presentes en
el espectro MS? y existe una correlacion significativa entre el contenido del precursor
en la variedad y el aroma liberado en la hidrdlisis.

2- Segunda categoria: El espectro de MS? presenta algun fragmento que justifica la
estructura propuesta

3- Tercera categoria: Existe una correlacion significativa entre el contenido del precursor
en la variedad y el aroma liberado en la hidrdlisis, pero no es posible justificar la

estructura por el espectro de MS?

En la tabla 5.2 se enumeran cada uno de los 192 potenciales precursores identificados en cada

una de las categorias ordenados por tiempo de retencion.

En la figura 5.15 se representa una visualizacion de cada categoria de identificacion de los
potenciales precursores, donde cada barra se divide en segmentos que representan los
precursores previamente descritos en la bibliografia y aquellos encontrados como novedad en

este trabajo.
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Identificaciones de potenciales precursores
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Fig. 5.15 Novedades en las identificaciones de los potenciales precursores glicosidicos por

categorias

En la primera categoria se identificaron 34 precursores de los cuales 27 pertenecen a terpenos,
6 corresponden a precursores de norisoprenoides y 1 a un precursor de fenol. Esta es la categoria
en la que hay mayor seguridad tanto en la identificacion de las moléculas como de su
implicacion en la produccion de aromas. De manera notable, 10 de estos precursores no habian
sido descritos antes en la bibliografia. Entre ellos, se encuentran 6 potenciales precursores de
terpenos y 4 de norisoprenoides. Destacan especialmente 4 posibles trisacaridos, el resto son
disacaridos, en su mayoria de pentosa-hexosa, a excepcion de un disacarido de hexosa-

deoxihexosa de un norisoprenoide.

En la segunda categoria, encontramos 69 precursores. entre ellos 17 precursores de fenoles, 5
de la familia de los derivados de la vainillina, 15 de terpenos, 16 de norisoprenoides y el resto
pertenecen a otros compuestos de la bibliografia como derivados del acido cinamico y del acido

benzoico, entre otros.

Por ultimo, en la tercera categoria encontramos 89 potenciales precursores que presentan
correlaciones con el correspondiente aroma. Entre estos se encuentran 1 precursor de fenol, 2
de la familia de la vainillina, 16 de norisoprenoides y el resto pertenecen a terpenos. De estos,

64 no habian sido descritos previamente en la bibliografia.
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Ademas, de la totalidad de las sefiales identificadas con los distintos niveles de confirmacion,
se encontraron 15 coincidencias con aquellos identificados en el fraccionamiento de las
muestras de Garnacha (Capitulo 4), de los cuales 9, tienen ademas correlacion con las

fracciones, lo que contribuye a la identificacion propuesta para estos precursores.

En general, la mayoria de las senales identificadas pertenecen a disacaridos de pentosa-hexosa,
aunque también se proponen algunos trisacaridos. Para una gran mayoria de precursores se
detecto la presencia del fragmento resultante del aducto con férmico [M+HCOOH-H], muy
superior en intensidad al fragmento tipico de pérdida de un proton [M-H]", lo cual habia sido

reportado anteriormente (Caffrey et al., 2020).

Del total detectado, 87 precursores no habian sido reportados anteriormente por otros autores.
En la tabla 5.2 se muestra para los precursores ya identificados anteriormente los fragmentos

(senalados en negrita) que no aparecen en la bibliografia.

En la figura 5.16, se muestran ejemplos de los diagramas de caja de precursores identificados
en la categoria 1 para terpenos y norisoprenoides. En estos se puede observar la gran
variabilidad del contenido que existe de estos precursores en las distintas variedades.
Gewlirztraminer es la variedad mas rica en contenido de estos precursores de terpenos y asi lo
demuestra la alta concentracion de estos aromas encontrada en sus vinos envejecidos a 12h
(tabla 5.1), que es el mayor contenido de terpenos entre las seis variedades. La variedad Riesling
destaca como la mas rica en estos precursores de norisoprenoides, incluso Wei et al. (Wei et al.,
2021) habian encontrado altas cantidades de algunos precursores de norisoprenoides en
distintos clones de esta variedad. Esto explica el alto contenido de estos aromas encontrados en
los vinos envejecidos a 96h (tabla 5.1) y que ya habia sido reportado anteriormente por otros

autores (Sacks et al., 2012).
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Fig 5.16. Diagramas de caja de potenciales precursores identificados en la primera
categoria. Los dos superiores pertenecen a terpenos y los inferiores a norisoprenoides.
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

Tr

Formula

Masa

Fragmentos

.. . (a) 2 (b) (c)
# Id (min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona Ref. R Fr.
12 1,5 mhydmxybﬁi‘ggeamd hexose- 1926015 494,1272  493,1200 [M-HT 125,0246 169,0143 (1)
— 383.1558, 251.1128,
2 2 1,79 hydroxy-C4-pentose—hexose C15H28011 384,1630 429,1612 [M+HCOOH-H] 161.0449, 131.0352 2)
302 212 dihydroxybenzoic acid hexose CI3H1609 316,0794 3150721 [M-HJ 108,0216 153,0196 (1)
B . $okok
4 3 263 guaiacol-hexose CI3HISO7 286,1055 331,1037 [M+HCOOH-HJ (3)  guaiacol: 0,99%*%
siringol: 0,96**
323.0974, 161.0455,
5 2 2098 syringol-hexose-hexose C20H30013  478,1681  477,1609 [M-HJ 315.1085 (pérdida 153,0555
hex)
6 2 3,17  monohydroxybenzoic acid hexose ~ CI3HI608  300,0846 299,0773 [M-HJ 179,0357 137,0242 (1)
monohydroxydimethoxybenzoic _ 161.0448, 182.0222,
7 2 354 o hexnes CI5H20010  360,1056  359,0983 [M-H] 166.9987 197,0455 (1)
3 5 3.59 monohydroxycinnamic acid- C20H26011  488,1529  487.1456 [M-H] 325.0925, 323.0977, 163,0401 (1)
hexose-hexose 119.0504
9 2 4,03 dihydroxycinnamic acid hexose 1 C15H1809  342,0951 341,0878 [M-HT 135,0453 179,0349 M
10 2 422 mo“"hydmxymmllam‘c acidhexose 151808 3261002 371,0983  [MHHCOOH-H]  119.0502,325.0939  163,0401 M
161.0450, 152.0110,
11 2 429 vanillic acid hexose 1 CI4HI809  330,0949 329,0877 [M-H] 123.0451, 269.0666,  167,0349 @)
209.0455, 119.0349
12 2 443 syringaldehyde-hexose CI9H28012 448,1579  447,1506 [M-HJ 122,0371 181,0506
13 2 54  monmohydroxydimethoxybenzoic 510010 3601055 359,0982 [M-H] 197,046 (1)
acid hexose
. , vainillina: 0,96**/
14 3 565 acetovanillone-hexose 1 6 CISH2008  328,1155 373,1137 [M+HCOOH-HJ (4) siringaldehido:
syringaldehyde-deoxyhexose 1 0.94%*
15 2 5,66 guaiacol-hexose-hexose-pentose 1 C24H36016 580,2001 579,1928 [M-HJ 311.0985,417.1398
oxido de rosa:
1 1 _ - skksk
16 3 579  hydroxydihydrolinalool-hexose-  ypu0010 4962519 5412501  [M+HCOOH-HJ @) 0,99%*/
hexose 1 citronelol:
0,89%*
17 2 581 vanillin-hexose CI4HI808 314,1014 313,0941 [M-H] 151,0398 @)
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

Tr Férmula Masa N Fragmentos . @) 2b) ©
# Id (min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona Ref. R Fr.
18 2 582 dihydroxybenzoic acid hexose- - 1g1o60 13 462,1370  461,1297 [M-H] 179.0558, 108.0211 (1)
deoxyhexose
19 2 587 acetovanillone-hexose 2 § CISH2008  328,1156 327,1084 [M-HJ 1650557 (4)
syringaldehyde-deoxyhexose 2
149.0450, 161.0458,
179.0562, 293.0886,
20 2 5,87 guaiacol-hexose-hexose-pentose 2~ C24H36016 580,1999 579,1926 [M-H] 323.0976, 341.1090,
417.1395 (pérdida
de hex)
21 2 593 ipsdienol-hexose-hexose-pentose ~ C28H46016 638,2781 637,2710 [M-H] 1610458
22 2 6,03 dihydroxycinnamic acid hexose 2 CISH1809  342,0949 341,0876 [M-H] 135,0453 179,0349 (1)
vainillina:
o . 0,97***/
23 3 6,14 vanillin-hexose-hexose C20H28013 476,1529 521,1511 [M+HCOOH-H] .. ,
siringaldehido:
0,87*
431.1559, 161.0453,
. 179.0559, 269.1027
24 2 6,15 4-methylguaiacol-hexose-pentose 1 ~C19H28011 432,1628 477,1610 [M+HCOOH-H]- (pérdida de hexosa), 3)
293.0881, 125.0244
. . 551.2698, 161.0457,
25 2 616 3.4-dihydroxy-7,8-dihydro-B- 504013 5522774 5972757 [MHHCOOH-H]-  179.0561,341.1079,  227,0713 ©)
ionol-hexose-hexose
323.0988
293.0876, 311.0979,
. ) 179.0568, 161.0450,
26 2 6,18 guaiacol-pentose-hexose CI18H26011 418,1473 417,1400 [M-H] 149.0456. 131.0354. 3)
143.0357
oxido de rosa:
. 1 . _ _ skeksk
27 3 19 dihydroxy-dihydrolinalool-hexose- (g6 6142782 6592764  [M+HCOOH-HJ 0,99%+/
pentose-pentose 1 citronelol:
0,923%**
28 2 6,23 vanillic acid hexose 2 C14H1809  330,0950 329,0877 [M-H] 152.0114, 123.0451 167,0349 (1
oxido de rosa: 0,93**/
dihydroxy-dihydrolinalool-hexose . oxido de linalool: 0,84*/
29 36,27 1 C16H3008  350,1941 349,1869 [M-H] ©) linalool: 0.83**/ citronelol:
0,97%*
dihydroxy-dihydrolinalool-pentose- . 481.2288,131.0348, oxido de rosa:
30 1 627 hexose 1 C21H38012 4822362 527,2344  [M+HCOOH-H] 149.0451, 161.0450, nf ) 0.99% %%/
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

# Id

Tr
(min)

Precursor

Formula
Molecular

Masa
exp

m/z exp

Ion principal

Fragmentos
MS/MS

Aglicona

Ref. @

R2®

Fr.©

179.0559, 293.0882,
311.0981,349.1866
(pérdida pent)

citronelol:
0,92 %%

31 2

6,29

monohydroxycinnamic acid hexose
2

CI5H1808

326,1001

325,0929

[M-HJ

179.0555, 119.0502

164,0001 1

32 2

6,31

monohydroxydimethoxyacetophen
one hexose

C16H2209

358,1262

357,1189

[M-H]

161.0451, 179.0563,
180.0421

195,0662 1

33 2

6,33

Riesling acetal-hexose-hexose 1

C25H42013

550,2623

595,2604

[M+HCOOH-H]

549.25523,
161.0456, 179.0560,
341.1078, 387.2022
(pérdida de hexosa)

225,1496 )

34 2

6,36

cresol-hexose-pentose-pentose

C23H34014

534,1948

533,1875

[M-HJ

161.0455, 325.0925
(pérdida de hexosa)

A3)

35 3

6,41

dihydroxy-dihydrolinalool-pentose-
hexose 2

C21H38012

482,2361

527,2342

[M+HCOOH-H]

@)

oxido de linalool:
0,96**

36 2

6,47

cresol-pentose -hexose 1

C18H26010

402,1524

447,1507

[M+HCOOH-H]

401.1447, 161.0450,
293.0878, 269.1025
(pérdida pentosa),
131.0347, 239.0925
(pérdida hexosa)

3)

37 1

6,51

dihydroxy-dihydrolinalool-hexose-
hexose-pentose

C27H48017

644,2886

689,2886

[M+HCOOH-H]

643.2821, 149.0461,
161.0458, 179.0568,
293.0873, 481.2292
(pérdida de hexosa),
511.2383 (pérdida
de pentose),
349.1866 (perdida
de pent-hex)

187,1346

oxido de rosa:
0,99%*3%/
citronelol:
0,95 %%

38 1

6,55

hydroxydihydrolinalool-hexose-
hexose 2

C22H40012

496,2517

541,2497

[M+HCOOH-H]

495.2444,161.0450,
145.0504, 163.0611,
307.1031, 325.1138,
349.1864 (pérdida
deoxihexosa)

@)

oxido de rosa:
0,99%**/
citronelol:
0,92 %%

39 2

6,57

4-methylguaiacol-hexose-pentose 2

CI9H28011

432,1631

431,1559

[M-H]

179.0567, 269.1030
(pérdida de hex),
299.1134 (pérdida
de pent)

©)
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

Tr

Formula

Masa

Fragmentos

inci i @ 2() ©
# Id (min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona Ref. R Fr.
. . . oxido de rosa:
40 3 58 dihydroxy-dihydrolinalool-hexose- g6 6142783 6592765 [M-HCOOH-HJ 0,95**/ citronelol:
pentose-pentose 2 0.92%*
" o - - . . %
41 3 6.6 linalool oxide-hexose-hexose C28H48017 6562891 6552818 [M-H] lm.loner?o. 0,9%/
hexose 1 cineol: 0,95%
42 2 662 m°n°hydr°"y°‘m3lamlc acidhexose 51808 326,1000  325,0927 [M-HJ 119,0503 163,0399 (1)
401.1450, 131.0353,
149.0459, 161.0455,
43 2 6,66 cresol-pentose-hexose 2 C18H26010 402,1524 447,1506 [M+HCOOH-H]"  179.0555, 293.0889, 3)
269.1028 (pérdida
de pentosa)
531.2449, 325.1140,
307.1031, 179.0565,
norisoprenoid group 4- hexose- _ 163.0616, 161.0456,
44 2 6,68 deoxyhexose | C25H40012 532,2520 577,2498 [M+HCOOH-H] 369.1917 (pérdida 223,1347 ®)
de hex), 385.1863
(pérdida de hex)
ethoxymethylmethoxyphenol .
45 2 6,7 hexose C16H2408  344,1467 343,1397 [M-H] 181,0873 (1)
oxido de rosa: 0,94**/
46 36,71 dihydro-monoterpentetraol-hexose =~ CI15H2807  320,1832 365,1815  [M+HCOOH-H] 2 linalool: 0,81**/ citronelol:
0,979**
Av 1 o . 3k
dihydroxy-dihydrolinalool-hexose , Oxido de linalool:0,98**/
47 3 6,74 ) C16H3008  350,1938 395,1921 [M+HCOOH-H] 9 linalool: 0,91%*/ terpineol:
0,92*
48 2 6,77 ipsdienol-hexose-deoxyhexose 1 C21H3409  430,2201 429,2128 [M-HT 267'115219 ’0275%'0560’
517.2295, 131.0353,
norisoprenoid group 4-pentose- 149.0459, 161.0459,
49 2 678 P he)g(osep p C24H38012 518,2362 5632343 [M+HCOOH-H]'  179.0558,293.0880, 223,1343 (2y11) +
311.0992, 385.1870
(pérdida de pentosa)
50 2 6,81 norisoprenoid group 4-hexose 1 C19H3008  386,1939 431,1921 [M+HCOOH-H] 312,3759 h856578’ 12?)1501‘;531’ 223,134 2) +
51 3 682  hydroxycitronellol-hexose-hexose ~ C22H42012  498,2695 5432677  [M+HCOOH-HJ Gxido de rosa:

0,99%**/
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

Tr Férmula Masa N Fragmentos . @) 2b) ©
# Id (min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona Ref. R Fr.
citronelol:
0,92 %%
oxido de rosa:
. . 0,99%%%*/
52 3 6,84 hydroxydihydrolinalool-pentose 1 CI5H2806  304,1885 303,1813 [M-H] cit’ronelol'
0,92 %% '
53 3 684 norisoprenoid group 2- C30H50015 650,3130  649,3057 [M-H] TDN: 0,82*
deoxyhexose-hexose-pentose
519.2443, 131.0349,
149.0456, 161.0455, vitispiranos:
54 1 6,86 Riesling acetal-pentose-hexose 1 C24H40012 520,2511 565,2491 [M+HCOOH-H] 179.0562, 293.0873,  225,1491 0,86*/ TDN:
311.0975, 387.2021 0,94**
(pérdida pentosa)
55 3 689 Riesling ace;iil'gfs’;ose'hexose' C30H50017 682,3048 727,3030  [M+HCOOH-HJ TDN: 0,83*
56 2 6,9 linalool oxide-hexose 1 C16H2807  332,1834 377,1816 [M+HCOOH-H] 331‘1123’0156517'0460’ 169,1228 )
463.2181, 131.0349,
. . . 149.0453, 161.0455,
57 2 6,9 linalool oxide-pentose-hexose 1 C21H36011 464,2256 509,2238 [M+HCOOH-H] 179.0564. 293.0872. 169,1236 2) +
311.0992, 331.1757
531.2449, 325.1140,
307.1033, 179.0563,
norisoprenoid group 4- hexose- pp- 163.0613, 161.0456,
58 2 691 deoxyhexose 2 C25H40012 532,2519 577,2502  [M+HCOOH-H] 369.1921 (pérdida ®) +
de hex), 385.1863
(pérdida de hex)
59 3 694 norisprenoid group 3-hexose- C31H54017 698,3339 7433321  [M+HCOOH-HJ Riesling acetal:
hexose-hexose 0,86*
60 2 695 34-dihydroxy-78-dihydro- B~ o 5pun 010 5342670 5792653 [MrHCOOH-H]  61:0433, 163-0603,
ionone -hexose-deoxyhexose 179.0556
hydroxycitronellol-hexose-hexose- 0xido de rosa:
61 3 6,96 C28H52017 660,3213  659,3140 [M-H] 0,92**/citronelol:
hexose 0.89%%
hydroxydihydrolinalool-pentose- oxido Qe rosa:
62 1 698 C21H38011 466,2410 465,2337 [M-H] 149,0455 2y 10)  0,95**/citronelol:

hexose

0,88**
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

Tr Férmula Masa N Fragmentos . @) 2b) ©
# Id (min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona Ref. R Fr.
monoterpen-triol-hexose- _ Oxido qe rosa:
63 3 698 deoxyhexose | C22H38012 4942356 5392338  [M+HCOOH-H] @) 0,96**/citronelol:
0,98%*
linalool oxide-hexose-pentose- . oxido Qe rosa. )
64 3 698 C26H44015 596,2674 6412656 [M+HCOOH-H] 0,93**/citronelol:
pentose 1 0,938**
65 2 7 3-hexen-1-ol-hexose-hexose  CISH32011  424,1942  423,1869 [M-H] 261'1§:L££)erd‘da ?)
linalool oxide-hexose-hexose- B oxido df.: rosa.
66 3 7 C28H48017  656,2883  655,2810 [M-H] 0,98***/citronelol
hexose 2 £ 0,900% %%
4472235, 285.1704 5xido de rosa
67 1 7,03  monoterpenol-pentose-hexose | C21H36010 4482306 493,2290  [M+HCOOH-H] g‘;‘;r%?;zdﬁ;’ﬁgi’ (61’09)y 0,98***/citronelol
. ) . 9 B ksksk
161.0452, 179.0562 $0.94
oxido de rosa:
68 3 7,03 m"n"terpeﬁol'hex"se'hexose' C28H48016  640,2941 6852923  [M+HCOOH-H] 0,99***/citronelol
exose 1 . 0.9
519.2449, 131.0355,
149.0455, 161.0454,
69 2 7,05  Riesling acetal-pentose-hexose 2 C24H40012  520,2514 5652496 [M+HCOOH-H]  179.0559,293.0882,  225,1496
311.0995, 387.2023
(pérdida pent)
vitispiranos:
70 3 7,05 norisprenoid group 2-hexose C31H52017  696,3192 7413175 [M+HCOOH-H] 0.92%%/Riesling
hexose-hexose acetal: 0,85%/
TDN: 0,83*
; oxido de rosa:
713 7,06 hydroxycitronellol-pentose- C21H40010 4522619 4972603 [M+HCOOH-HJ 0,99%**/citronelol
deoxyhexose 0,94
723 7,06 mon"terpe;g;i’::‘ise'he’“’se' C27H46015  610,2825  609,2752 [M-HJ (6) cineole: 0,89*
. oxido de rosa:
73 3 706 hydroxycitronellol-deoxyhexose-  ops0015 6143150 6133077 [M-HJ 0,99***/citronelol
hexose-pentose L 0,92%%+
hydroxycitronellol-deoxyhexose- 6xido de rosa: 0,88*/6xido
74 3 7,08 yaroxy Y C26H48014 584,3041  583,2968 [M-H] de linalool: 0,89*/linalool:

pentose-pentose

0,89***/citronelol: 0,98*
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Tr Férmula Masa N Fragmentos . @) 2b)
# Id (min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona Ref. R
— _ 387.2023,161.0452,
75 2 7,09 Riesling acetal-hexose 1 C19H3308  388,2094 433,2077 [M+HCOOH-H] 179.0563, 207.1394 225,1496 2)
3,4-dihydroxy-7,8-dihydro-p-ionol- i vitispiranos:
76 3 7,09 hexose CI9H3408 390,2248 389,2175 [M-H] 2 0.83*TDN: 0.82*
463.2180, 311.0985,
77 2 7,11 linalool oxide-pentose-hexose 2 C21H36011 464,2254 509,2238 [M+HCOOH-H]-  293.0877, 161.0456, 2y9)
149.0456, 131.0355
eranic acid-hexose-hexose- dxido de rosa:
78 3 7,11 & C27H44016  624,2638  623,2565 [M-H] 0,99***/citronelol
pentose 1
1 0,91%**
norisprenoid group 1-hexose- vitispiranos:
79 3 712 P b group C30H48016 664,2943  663,2870 [M-HJ 0,84* TDN:
exose-pentose
0,98 %%
80 3 7,15 geranic acid-pentose-hexose 1 C21H34011 462,2095 461,2022 [M-H] 5) cineole: 0,89*
81 3 718 Riesling acetal-deoxyhexose- C30H50016  666,3095  665,3022 [M-H] TDN: 0,91*
hexose-pentose
. . . 385.1861, 161.0452, . %
82 1 7,2 norisoprenoid group 4-hexose 2 C19H3008  386,1938 431,1921 [M+HCOOH-H] 179.0558, 205.1231 223,1335 2) TDN: 0,82
531.2441,325.1141,
norisoprenoid group 4- hexose- 307.1034, 179.0565,
83 2 7,2 P group C25H40012 532,2514 577,2502 [M+HCOOH-H]" 163.0610, 161.0459, 223,1343 %)
deoxyhexose 3 P
385.1861 (pérdida
de hex)
oxido de rosa:
84 3 7,2 citronellol-hexose-hexose-hexose C28H50016 642,3098 687,3079 [M+HCOOH-H] 0,97**/citronelol:
0,90**
533,2598, 161.0450,
Riesling acetal-hexose- 163.0615, 325.1131, Riesling acetal:
85 1 7,22 & C25H42012 534,2672 579,2654 [M+HCOOH-H]-  307.1043, 387.2023  225,1499 & ’
deoxyhexose i 0,84*
(pérdida de
deoxihexosa)
linalool oxide-hexose-hexose- 0xido de rosa:
86 3 7,23 C27H46016 626,2783 671,2765 [M+HCOOH-H] %) 0,99***/citronelol
pentose 1 . 0.93 %%
415.1614, 131.0353,
87 2 7,24 4-ethylphenol-pentose-hexose CI9H28010 416,1680 461,1662 [M+HCOOH-H]-  149.0457, 161.0455, 3)

179.0561, 293.0879,
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

Tr

Formula

Masa

Fragmentos

P i (a) 2(b) (©)

# Id (min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona Ref. R Fr.

311. 0985, 283.1193
(pérdida de pentosa)
vitispiranos:
88 1 726 Riesling acetal-hexose 2 CI9H3208  388,2092 4332075 [M+HCOOH-H] 387.2018, 161.0452, 225,1493 ) 0,93**/TDN:
179.0557, 207.1385 0.97%%
. . . oxido de rosa:
89 3 728 d‘hyd“’xy'dlhgg;gls‘:al°°l'he"°se' C22H40013  512,2463  511,2391 [M-HJ 0,96%*/citronelol:
0,98%**

90 2 731 linalool oxide-hexose 2 CI6H2807 3321833 377815  [M+HCOOHH] 11705 10L0460. 69 1208 ()

479.2138, 293.0876, oxido de rosa:

311.0979, 131.0347, 0.86*/0xido d'e

149.0452, 161.0453, ’ linalool-

91 1 7,32  monoterpene-triol-pentose—hexose ~ C21H36012  480,2206 525,2186  [M+HCOOH-H] 317.1603 (pérdida 185,1185 ) 0.89% /linalé)ol' ++
de hexosa), 0,89%*/citronelol:
347.1711 (pérdida ’ 0.96* ’
de pentosa) >
. . . oxido de rosa:

92 3 732 d‘hydmxyil‘ifgsir_%l:;zls"eol'hexoSe' C28H50018  674,3013  673,2940 [M-HJ 0,94**/linalool:
0,81**/citronelol: 0,97**
oxido de rosa:

93 3 7,34 monoterpenol-hexose-hexose 1 C22H38011 478,2410 523,2391 [M+HCOOH-H] 0,99***/citronelol

1 0,95%**
oxido de rosa:

94 3 7,35 geranic acid-hexose-hexose 1 C22H36012 492,2201 537,2183 [M+HCOOH-H] 5) 0,99***/citronelol

20,924
4-ethylphenol-hexose-deoxyhexose 429.1769, 325.1147,
95 2 736 yip | y C20H30010 430,1837 475,1819 [M+HCOOH-H]'  307.1047, 145.0506, 3)
163.0612, 179.0563
oxido de rosa:
96 3 7,39 ipsdienol-pentose-hexose 1 C21H34010 446,2153 445,2080 [M-HT 0,86*/citronelol:
0,82*
511,2388, 303.1807 oxido de rosa:
dihydro-monoterpendiol-pentosa- i (pérdida de pent), 0,95**/linalool:

97 1 739 hexosa C21H38011 466,2405 465,2332 [M-H] 131.0345, 149.0453, 2y 10) 0.80%*/citronelol ++

179.0561 :0,99**

98 2 739 monoterpen-triol-hexose- C22H38012 4942349 5392332  [M+HCOOH-H]  493:2289,307.1040. o5 1yg 5

deoxyhexose 2

161.0456, 163.0612,
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

Tr Férmula Masa Fragmentos

# Id (min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona  Ref. @ R2® Fr.©
145.0507, 347.1699
(pérdida de
deoxihexosa)
oxido de rosa:
99 3 7,4 hydroxydihydrolinalool-pentose 2 C15H2806  304,1886 303,1813 [M-HT 0,99***/citronelol
:0,91%%*
limoneno:
100 3 7,41 geranic acid-pentose-hexose 2 C21H34011 462,2101 461,2029 [M-HJ 5) 0,93*/cineole:
0,93*
463.2182, 131.0350, Oxido de rosa:
149,0454, 161.0453, o,92hn; ;’(’)‘;?0 de
101 1 7,42 linalool oxide-pentose-hexose 3 C21H36011 464,2253 509,2237 [M+HCOOH-H]"  293.0885, 311.0982, 169,123 2y9 0 85*/1ina1;)ol' ++
3 31'1(1765;6%”“13 0,85***/citronelol
£ 0,909%*
102 3 747 citronellol-hexose-hexose 1 C22H40011 4802560 5252542  [M+HCOOH-H[ "X‘d(‘)’ g;,fosa'
oxido de rosa:
103 3 7,52 hydroxydihydrolinalool-hexose C16H3007  334,1989 379,1971 [M+HCOOH-H] 0,98***/citronelol
: 0,95%**
vitispiranos:
. . . 0,97**/Riesling
104 3 7,53 3’4'd‘}flydr°xy}'l7’8'd‘hydr°'B"°“°1' C30H52017 684,3194 7293176 [M+HCOOH-HJ acetal:
exose-hexose-pentose 0,89%/TDN:
0,93**
505.2654, 131.0352,
149.0458, 161.0452,
. . 179.0563, 293.0874,
105 1 7,54 “"“S"prenof group 3pentose-  ourur011 5062720 5512702 [M+HCOOH-H]  311.0986, 3432130  211,1704 vitispiranos: 0,82*
exose (pérdida hexosa),
373.2228 (pérdida
pentosa)
linalool oxide-hexose-hexose- 161.0461, 179.0568, oxido de rosa:
106 1 7,54 C27H46016 626,2776  625,2703 [M-HJ 463.2191 (pédida de ) 0,98***/citronelol
pentose 2
hexosa) 0 0,96%%*
oxido de rosa:
107 3 7,55 linalool oxide-hexose 3 C16H2807  332,1835 377,1817 [M+HCOOH-H] 9 0,93**/citronelol:
0,91**
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Tr
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Masa
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# Id (min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona Ref. R Fr.
hydroxycitronellol-hexose- N 0X1do de rosa: 0,89 . /6xido
108 3 7,56 deoxvhexose C22H42011 4822719 481,2646 [M-H] de linalool: 0,84*/linalool:
Y 0,85**/citronelol: 0,96*
oxido de rosa:
109 1 7,6 geranic acid-hexose-hexose 2 C22H36012 492,2196 491,2123 [M-HT 179,0566, 537,2184 5) 0,99***/citronelol
1 0,93%**
monoterpen-triol-hexose- oxido de rosa: 0,85*/6xido
110 3 7,6 det)i hexose 3 C22H38012 4942348 539,2330 [M+HCOOH-H] ) de linalool: 0,86*/linalool:
y 0,86**/citronelol: 0,92*
norisoprenoid group 3 -hexose- _ 519.2811, 325.1137,
2 761 deoxyhexose C25H44011 520,2877 565,2858  [M+HCOOH-H] 161.0611, 161.0455 211,1703
467.2492, 131.0350, oxido de rosa:
112 1 7,63 hydro"ycmone“‘i’l‘pemose‘hexose C21H40011 468,2559 5132545 [M+HCOOH-H] 1;‘2'50;3%2(19);%%’ 0,96**/citronelol: +
: sk
de pentosa) 0.9
. . oxido de rosa: 0,86*/6xido
113 3 7,64 linalool OXIi‘::)Z’;"ZS"'pen“’Se' C26H44015 5962660 6412642 [M+HCOOH-H] de linalool: 0,88*/linalool:
p 0,88**/citronelol: 0,97*
625.2713, 131.0351,
149.0450, 161.0454,
179.0566, 293.0881,
linalool oxide-hexose-hexose- 463.2183 (pérdida oxido de rosa:
114 1 7,64 entose 3 C27H46016 626,2779 671,2767 [M+HCOOH-H] de hexosa), ®) 0,99***/citronelol
p 493.2285 (pérdida 1 0,96%**
de pentosa),
331.1761 (pérdida
de pent-hex)
oxido de rosa:
115 3 7,67  hydroxycitronellol-pentose-pentose  C20H38010 438,2458  437,2386 [M-HJ 0,99***/citronelol
10,91 %**
501.2342, 131.0349,
norisoprenoid grupo 1-pentose- pp- 149.0456, 161.0460,
116 2 7,7 hexose C24H38011 502,2409 547,2396 [M+HCOOH-H] 179.0564. 293.0873. 207,1386 ®)
311.0983
hvdroxveitronellol-pentose-hexose 467.2493, 131.0353, oxido de rosa: 0,91*/6xido
117 1 7,72 y y P C21H40011 468,2564 513,2548 [M+HCOOH-H] 149.0459, 161.0453,  173,1546 de linalool: 0,86*/linalool:

2

179.0564, 293.0878,

0,86***/citronelol: 0,99*
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467.2492, 335.2075
(pérdida de pentosa)
. . 515.2493,163.0615,
18 2 7,73 n"ns"preg"‘d group I-hexose- o spa0011 5162568 561,2549  [MHHCOOH-H]  179.0568, 307.1041, (5)
eoxyhexose
325.1145
4-ethylphenol-hexose-deoxyhexose i . .
119 1 7,74 C20H30010 430,1838 429,1765 [M-H] 161.0460, 179.0562 3) etilfenol: 0,83*
161.0455, 179.0568,
120 2 7,76 ipsdienol-hexose-deoxyhexose 2 C21H3409  430,2200 429,2127 [M-H] 267.1599 (pérdida
de hex)
463.2181, 131.0345, 3’;‘5&’/2;;‘(’)53;3
149.0455, 161.0456, ’ linalool:
121 1 7,78 linalool oxide-pentose-hexose 4 C21H36011 464,2243 509,2238 [M+HCOOH-H] 293.08'70,. 331.1760 169,1233 2y9) 0 87*/linal;)ol' ++
(pérdida de 0,87***/citronelol
pentosa), £ 0,99*
vitispiranos:
122 3 7,81 Riesling acetal-pentose-pentose C23H38011 490,2421 489,2348 [M-H] 0,91*/ TDN:
0,96+
503.2493, 131.0348,
norisoprenoid group 2 -pentose- 149.0455, 161.0454, vitispiranos:
123 1 7,86 hexose C24H40011 504,2566 549,2544 [M+HCOOH-H] 179.0557,293.0877,  209,1544 0,82*/ TDN:
311.0981, 371.2071 0,87*
(pérdida de pentosa)
124 2 787 geranic acid-hexose-hexose 3 C22H36012 4922204 4912132 [M-H] 31?55)8,41 %‘fg;‘gg (5)
517.2645, 163.0611,
. . 161.0449, 179.0568,
125 2 7,88 norisprenoid group 2- hexose- C25H42011 5182718 5632702 [M+HCOOH-H]  307.1034,325.1137, 209,154
deoxyhexose 1 L
371.2063 (pérdida
de deoxihexosa)
oxido de rosa:
126 3 7,89 hydroxycitronellol-hexose C16H3207  336,2142 381,2124 [M+HCOOH-H] 0,95**/citronelol:
0,88**
. oxido de rosa:
127 3 791 m"“o;erpe“'mc’l'hexc’se' C22H38012 4942353 5392335  [M+HCOOH-HJ ©) 0,84*/citronelol:
eoxyhexose 4 0.89*
128 2 7,92 cresol-hexose-deoxyhexose C19H28010 416,1682 415,1610 [M-HJ 161.0454, 179.0561 3)
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

Tr Férmula Masa N Fragmentos . @) 2b) ©
# Id (min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona Ref. R Fr.
oxido de rosa:
129 3 7,93 geranic acid-pentose C15H2406  300,1573 299,1500 [M-H] 0,99***/citronelol
1 0,89%**
oxido de rosa:
130 3 7,94 geranic acid-hexose-hexose 4 C22H36012 492,2186 537,2168 [M+HCOOH-H] 5) 0,93**/citronelol:
0,80**
oxido de rosa:
131 3 7,97 geranic acid-pentose-hexose 3 C21H34011 462,2102 507,2084 [M+HCOOH-H] 5) 0,96**/citronelol:
0,97**
oxido de rosa:
132 3 7,97 citronellol-hexose-hexose 2 C22H40011 480,2562 525,2544 [M+HCOOH-H] 0,95**/citronelol:
0,95%*
. . . oxido de rosa:
133 3 8,07 d‘hydroxy‘d‘hyd;‘)]‘“alo"l'hexose CI6H3008  350,1941 349,1868 [M-H] ) 0,98***/citronelol
£ 0,88%**
134 2 8,1 norisprenoid group 2-hexose C19H3207 372,2141 4172123 [M+HCOOH-H] 3 ‘2(1)23’0156720449’
135 2 8,12 norisprenoid group 1- hexose C19H3007  370,1990 415,1972 [M+HCOOH-H] 369'1?;3’0156611'0460’
oxido de rosa:
136 3 8,13 geranic acid-hexose-deoxyhexose 1 ~ C22H36011 476,2257 475,2184 [M-H] 5) 0,93**/citronelol:
0,84**
137 3 8.16 monoterpenol-hexose-hexose- C28HAS016 6402944 6392872 [M-H] oxido de linalool:
hexose 2 0,90*
138 3 8.17 citronellol-deoxyhexose-hexose- C27HA8014 5963040 5952967 [M-HJ oxido de linalool:
pentose 1 0,89*
461.2391, 161.0450,
monot nol-hexose-deoxvhex 179.0560, 299.1862 oxido de rosa:
139 1 gpy7 [monoterpeno elose COXYNEXOSE 2038010 462,2465 507,2447  [M+HCOOH-H]  (pérdida de hex), (6y10)  0,99%**/citronelol
315.1820 (pérdida 1 0,91%**
de deoxihexosa)
ipsdienol-deoxyhexose-pentose- oxido de rosa:
140 3 8,29 C26H42014 578,2579 577,2507 [M-H] 0,99***/citronelol
hexose 0,00
463.2180, 331.1760,
141 2 8,3 linalool oxide-pentose-hexose 5 C21H36011 464,2259 509,2241 [M+HCOOH-H]-  311.0980, 293.0875, 2y9)

179.0558, 161.0457
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

Tr Férmula Masa N Fragmentos . @) 2b) ©
# Id (min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona Ref. R Fr.
. . . oxido de rosa:
142 3 g3s dihydroxy-dihydrolinalool-pentose- 13915 4822357 481,284 [M-HJ ) 0,85*/citronelol:
hexose 3 0.87*
143 2 8,36 isopropiosiringone-hex C17H2409  372,1419 371,1346 [M-HJ 209,0815 @)
oxido de rosa:
144 3 8,36 ipsdienol-hexose-pentose-pentose ~ C27H44015  608,2683  607,2610 [M-H] 0,92**/citronelol:
0,89*
399.1663 (pérdida
4-ethylphenol-deoxyhexose- i hex), 325.1152,
145 2 8,38 hexose-pentose C25H38014 562,2264 561,2192 [M-H] 307.1033, 131.0350,
293.0885, 311.0991
monoterpenol-hexose-pentose- >79.26475,
146 2 8,41 P P C26H44014 580,2723  625,2693 [M+HCOOH-H] 131.0347, 149.0453,
pentose 1
161.0457
linalool oxide-hexose-hexose- 6xido de rosa: 0,92*/6xido
147 3 841 hexose 3 C28H48017 656,2901  655,2828 [M-H] de linalool: 0,85*/linalool:
X 0,85***/citronelol: 0,99*
1 oxido de rosa: 0,88*/6xido
148 1 844 citronellol-pentose-hexose 1 C21H38010 450,2458  449,2385 [M-H] 287'11’13::0(51;‘;”"1*‘ (5) de linalool: 0,83*/linalool:
0,82**/citronelol: 0,93*
- - -
149 3 848 citronellol-hexose-deoxyhexose 1~ C22H40010 4642620 4632547 [M-H] limoneno: 0,91%/
cineole: 0,92
oxido de rosa:
150 3 8,49 ipsdienol-pentose-hexose 2 C21H34010 446,2151 445,2078 [M-H] 0,99***/citronelol
1 0,92%%*
151 3 849 m‘)”"“’me“"l‘hezose'deo"yhexose C22H38010 4622465 4612392 [M-H] (6y10)  cineole: 0,90%
oxido de linalool:
citronellol-deoxyhexose-hexose- O,97**/linal.001:
152 3 8,1 C27H48014 596,3036 595,2963 [M-H] 0,99***/terpineol:
pentose 2
0,98**/nerol:
0,94*/geraniol: 0,89*
153 3 g5y >A-dihydroxy-78-dihydro-rionol- 440015 5202660 5672642 [MHHCOOH-HY TDN: 0,851°*
pentose-hexose 2
447.2234,131.0350,
) 149.0460, 161.0453 6,9y
154 2 8,6 monoterpenol-pentose-hexose 2 C21H36010 448,2304 493,2290 [M+HCOOH-H] v 315.1809 (pérdida 10) ++

de pent)
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

# Id (r:il;l) Precursor “l;g:;l:::r Ne[:;a m/z exp Ion principal Fr;lgsn/l:/[nstos Aglicona  Ref. @ R2® Fr.©
155 3 8,61 Riesling acetal-hexose-hexose 2 C25H42013 550,2620 549,2547 [M-H] 2) vitispiranos: 0,87*
3-hydroxy-TDN-hexose- i vitispiranos:
156 3 8,63 deoxyhexose C25H38010 4982464 543,2446  [M+HCOOH-H] ®) 0.88* TDN: 0.86*
157 3 8,66  sesquiterpenol-pentose-hexose I~ C26H44010 516,2943  515,2870 [M-HJ ©) C(;t;‘;‘;ilfi
579.2653, 131.0352,
149.0451, 161.0457,
monoterpenol-hexose-pentose- 179.0566, 293.0882, oxido de rosa:
158 1 8,66 C26H44014 5802736 6252713  [M+HCOOH-H]"  311.0994, 447.2222 0,99***/citronelol
pentose 2 e .
(pérdida de 1 0,96%%*
pentosa), 263.0769
(pentosa-pentosa)
609.2762, 315.1809
(pérdida de pent-
hex), 285.1699
(pérdida de hex-
monoterpenol-hexose-hexose- hex), 447.2236 Oxido de rosa:
159 1 8,75 tose 2 C27H46015 610,2832 655,2824  [M+HCOOH-H] (pérdida de hex), (6) 0,99***/citronelol
pentose 477.2344 (pérdida £ 0,95%*
de pent), 131.0352,
149.0455, 161.0458,
179.0563, 293.0881,
311.0990
ipsdienol-deoxyhexose-pentose- 0xido de rosa:
160 3 878 P Y p C27H44014 592,2733  591,2660 [M-H] 0,96**/citronelol:
pentose 1 0.88%*
monoterpenol-hexose-pentose- linalool: 0,97*/terpineol:
161 3 879 C26H44014 580,2731 579,2658 [M-H] 0,98*/nerol: 0,94*/geraniol:
pentose 3 0.80%
579.2655, 131.0350,
149.0456, 161.0458,
monoterpenol-hexose-pentose- 179.0558, 311.0990, oxido de rosa:
162 1 8,8 C26H44014 580,2730 625,2713  [M+HCOOH-H]- 447.2228 (pérdida 0,99***/citronelol

pentose 4

de pentosa),
263.0780 (pent-
pent)

0,94%5
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

Tr Férmula Masa N Fragmentos . @) 2b) ©
# Id (min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona Ref. R Fr.
eugenol/isoeugenol-hexose- 161.0453, 179.0560,
163 2 881 & & C22H32011 472,1953 471,1881 [M-HJ 309.1353 (pérdida
deoxyhexose hex)
3,4-dihydroxy-7,8-dihydro-B-ionol- - vitispiranos:
164 3 8,83 pentose-hexose 1 C24H42012  522,2653 567,2635 [M+HCOOH-H] 0.84*TDN: 0.87*
linalool:
165 3 8,95 sesquiterpenol-pentose-hexose 2 C26H44010 516,2933 515,2861 [M-HJ 2) 0,93 */terpineol:0,90*/nerol:
0,96**/geraniol: 0,94*
geranic acid-hexose-pentose- i oxido df.: rosa.
166 3 896 C26H42015 594,2523  639,2505 [M+HCOOH-H] 0,98***/citronelol
pentose . 0.94%%%
geranic acid-hexose-hexose- i oxido de? rosa.
167 3 8098 C27H44016 6242623  669,2605 [M+HCOOH-H] 0,99***/citronelol
pentose 2 - 0.94%%%
447.2237,293.0877,
311.0985, 315.1815 6.9 oxido de rosa:
168 1 9,02 monoterpenol-pentose-hexose 3 C21H36010 4482300 493,2290 [M+HCOOH-H]"  (pérdida de hexosa), 1’ 0) y 0,98***/citronelol ++
131.0350, 149.0458, 1 0,97***
161.0456, 179.0559
oxido de rosa:
169 1 91 geranic acid-pentose-hexose 4 C21H34011 462,097 507,202  [M+HCOOH-H]- ‘1319'%?&% 123913'%%%‘:{ 1671077 (5)  0,99%**/citronelol
) CT 1 0,05%**
monoterpenol-hexose-deoxyhexose linalool: 0,91*/terpineol:
170 3 9,11 P 3 y C22H38010 462,2461 507,2443  [M+HCOOH-H] (6y10) 0,89*/nerol:
0,98***/geraniol: 0,99***
447,2235,131.0350,
149.0455, 161.0451, oxido de rosa:
171 1 9,12 monoterpenol-pentose-hexose 4 C21H36010 448,2306 493,2290 [M+HCOOH-H] 179';) 1516 5’927983'(;885’ (61’ 09) y 0,96**/citronelol: ++
. > *%
315.1809 (pérdida 0,98
de pentosa)
475.2184, 163.0612, oxido de rosa:
L _ 145.0505, 307.1034, . .
172 1 9,13  geranic acid-hexose-deoxyhexose 2 C22H36011 476,2258 521,2239  [M+HCOOH-H] 325.1139. 313.1656 167,1076 5) 0,99***/citronelol ++
PN 1 0,03%**
(pérdida de hexosa) ’
norisprenoid group 2-hexose- i VIUSPITanos:
173 3 9,15 C25H42011 518,2733  517,2660 [M-H] 0,87*/TDN:
deoxyhexose 2 0.92%*
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

# Id (r:il;l) Precursor “l;g:;l:::r Ne[:;a m/z exp Ion principal Fr;lgsn/l:/[nstos Aglicona  Ref. @ R2® Fr.©
449.2395, 131.0353,
. 149.0450, 161.0453,
174 2 9,17 citronellol-pentose-hexose 2 C21H38010 450,2463 495,2447 [M+HCOOH-H] 179.0555, 293.0884, 155,1446 %)
311.0985
461.2028, 311.0979,
293.0879, 149.0457, oxido de rosa:
175 1 9,19 geranic acid-pentose-hexose 5 C21H34011 462,2100 507,2082 [M+HCOOH-H] 131,0348, 161.0453, 167,1078 %) 0,97**/citronelol: ++
299.1503 (pérdida 0,96%*
de hexosa)
L oxido de rosa:
176 3 92 ipsdienol-deoxyhexose-pentose- 744014 5922727 5912654 [M-H] 0,99%**/citronelol
pentose 2 £ 0,2%%+
177 2 921 4-cthylphenol-deoxyhexose C14H2005 268,1311 267,1238 [M-H] 121,066 3)
611.2918, 131.0352,
161.0460, 323.1047,
449.402 (pérdida de s )
. hexosa), 479.2482 oxido de rosa:
178 1 9,24  citronellol-hexose-hexose-pentose ~ C27H48015  612,2988  657,2975  [M+HCOOH-H] (péréii da de 155,1441 0,99***/c1;[io*nelol
pentosa), 317.1971 $0.92
(pérdida pentosa-
hexosa)
. . oxido de rosa:
179 3 9725 hyd“’xyfllhydml‘nal""l'hex"se' C27H48016 628,2932  627,2859 [M-HJ 0,96%*/citronelol:
exose-pentose 0.99%*
180 3 9,26 3’4'd‘hydr°"y;ﬁfs‘:ydr°'B""“O]' CISH3207 3602144 4052126 [M+HCOOH-HJ TDN: 0,82*
449.2390, 131.0349,
149.0457, 161.0453, oxido de rosa:
181 1 9,37 citronellol-pentose-hexose 3 C21H38010 450,2465 495,2448 [M+HCOOH-H]"  179.0560, 293.0878, (5) 0,99***/citronelol
311.0985, 317.1967 1 0,94%**
(pérdida de pentosa)
. 293.0873,311.0981,
182 2 94  citronellol-deoxyhexose-hexose-  oopien14 5063036 5952963 [M-H] 131.0349, 149.0456,
pentose 3 161.0449, 179.0560
oxido de rosa:
183 3 9,42 ipsdienol-pentose C15H2405 284,1626 283,1551 [M-H] 0,99***/citronelol

1 0,91%**
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Tabla 5.2 Identificacion de potenciales precursores en las seis variedades de uvas estudiadas

# I1d Tr Féormula Masa Fragmentos

inci i @ 2() ©
(min) Precursor Molecular exp m/z exp Ion principal MS/MS Aglicona Ref. R Fr.
oxido de rosa:
184 3 9,47 citronellol-hexose-deoxyhexose 2 C22H40010 464,2619 509,2601 [M+HCOOH-H] 0,99***/citronelol
:0,95%%*
linalool: 0,96*/terpineol:
185 3 9,49 citronellol-pentose-hexose 4 C21H38010 450,2467 449,2395 [M-HT 5) 0,94*/nerol:
0,98**/geraniol: 0,97**
oxido de rosa:
186 1 9,51 monoterpenol-hexose C16H2806  316,1865 361,1866 [M+HCOOH-H] 315.1805, 179.0558 (6) 0,99***/citronelol
1 0,93%**
oxido de rosa:
187 3 9,67 ipsdienol-hexose-deoxyhexose 3 C21H3409  430,2195 429,2122 [M-H] 0,95**/citronelol:
0,95%*
188 3 9,71 norisoprenoid group 3-pentose C18H3206  344,2198 343,2126 [M-HT Jg—&;l:nascenona:
189 2 9,77 sesquiterpenol-pentose-hexose 3 C26H44010 516,2932  515,2860 [M-HJ 161.0460, 335.2227 2)
190 2 10,72 syringol-hexose C16H2806  316,1884 315,1811 [M-HT 153,0557 3)
oxido de linalool:
191 3 13,86 citronellol-deoxyhexose C16H3005 302,2092 301,2020 [M-H] 0,88*/linalool:
0,88*
oxido de rosa:
192 3 14,69 monoterpenol-hexose-hexose 2 C22H38011 478,2394 523,2396 [M+HCOOH-H] 0,87*/citronelol:
0,76*

@ Publicaciones en las que se han reportado estos precursores:
(1) Barnaba, Dellacassa, et al., 2018
(2) Caffrey et al., 2020
(3) Caffrey etal., 2019
(4) Barnaba, Larcher, et al., 2018
(5) Weietal., 2021
(6) Hjelmeland et al., 2015

(7) Barnaba et al., 2017

(8) Goketal., 2022

(9) Schievano et al., 2013

(10) Flamini et al., 2014

(11) Cebrian-Tarancoén et al., 2021

®) Coeficiente de correlacion con el aroma correspondiente y significatividad de esta correlacion: * p < 0,05, ** p < 0,01 y *** p < 0,001

© Presencia de este precursor en el Fraccionamiento del capitulo 4: + identificado en el fraccionamiento y ++ ademds presenta correlacion con el aroma correspondiente en las
fracciones.
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4. Conclusiones

La metodologia propuesta, basada en la combinacion del analisis no dirigido por UHPLC-
QTOF-MS de los vinos y las correlaciones con los compuestos aromaticos liberados en
el envejecimiento de estos, ha permitido la identificacion de un gran numero de

potenciales precursores glicosidicos de compuestos aromaticos varietales.

El estudio de los aromas en los vinos y los liberados durante su envejecimiento mediante
hidrolisis acida a 75°C durante 12 y 96 horas, permitio confirmar la variabilidad aromatica
varietal existente entre las seis variedades de uva estudiadas. Estas diferencias aromaticas
son evidentes desde un inicio (to), destacandose como mas diferentes las variedades de
Gewlirztraminer y Tempranillo. Una vez envejecidas, las diferencias son mas marcadas
debido a la liberacion de los distintos aromas de sus respectivos precursores, lo que es
mas evidente a 96h donde existe una mayor diferenciacion de las variedades. El analisis
metabolémico no dirigido por UHPLC-MS de los vinos (to) evidencia también esta
variabilidad entre las muestras, debido a que existen marcadas diferencias entre los
contenidos de precursores en las variedades de uva. Esta variabilidad aromatica permitid
establecer correlaciones positivas entre el contenido del precursor en el vino y el aroma

en el vino hidrolizado.

Se identificaron en total 192 precursores del aroma, con distintos niveles de
identificacion, 87 de estos no habian sido reportados anteriormente en la bibliografia.
Cabe destacar que, en 34 casos, la identificacion incluye espectros MS/MS y una
correlacion positiva con la molécula de aroma correspondiente, 12 de estos precursores
son descritos por primera vez. En otros 89 casos, existe una correlacion positiva con el
aroma correspondiente, pero no existen datos MS-MS que justifiquen la estructura

propuesta, 61 de estos compuestos se reportan por primera vez.

Para la identificacion de los potenciales precursores del aroma, en general, ademas de los
espectros MS? han sido de gran utilidad los estudios de correlacion entre el precursor en
el vino y el aroma liberado en el vino envejecido a distintos tiempos. Los precursores
potencialmente mas importantes son aquellos que mejor se correlacionaron con los

aromas de los vinos envejecidos.
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Este trabajo demuestra que los estudios de correlacion, con aromas en vinos envejecidos,
pueden ser cruciales para identificar estas moléculas precursoras, especialmente cuando

no se dispone de estandares analiticos para ellas.
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Conclusiones generales

Los modelos basados en cinéticas de primer orden parecen ser apropiados para interpretar la
acumulacion de moléculas de aroma derivadas de la hidrdlisis de precursores, incluyendo
también aquellas moléculas de aroma que sufren posterior degradacion. Las moléculas de
aroma derivadas de moléculas precursoras especificas presentes en las uvas se pueden clasificar
en tres categorias segun la estabilidad tanto del aroma como del precursor: moléculas labiles de
precursores labiles, moléculas estables de precursores labiles y moléculas estables de
precursores estables. Para muchas moléculas de aroma derivadas de las uvas, los patrones de
acumulacion a las tres temperaturas fueron bastante similares, los niveles acumulados también
fueron similares y, en promedio, las tasas de reaccion aumentaron en factores de 6,9 y 72 cuando
la temperatura se increment6 de 35 a 50 o 75°C, respectivamente. Para la mayoria de los
compuestos de aroma, la hidrolisis acida a 75°C fue 460 veces mas rapida que la observada a

20°C.

La hidrolisis 4cida acelerada a 75°C representa un buen compromiso para obtener una
representacion satisfactoria del potencial aromatico de la uva en un corto periodo de tiempo.
Aunque algunos compuestos como el guaiacol, podrian ser mas dificiles de predecir a 75°C,
pero otros compuestos labiles, como el linalol y el geraniol, se predicen mejor a esta
temperatura. En resumen, la hidrolisis acelerada puede ser un método valido para predecir la

liberacion de compuestos clave en muestras de vino.

La metodologia de fermentacion rapida desarrollada en esta tesis tan solo introduce diferencias
menores con respecto a una fermentacion estdndar, y permite la evaluacion satisfactoria de la
mayor parte de los componentes del aroma varietal, por lo que puede ser propuesta como una
técnica alternativa para la preparacion de muestra en la evaluacion del aroma potencial
mediante hidrélisis. No obstante, los elevados niveles de acetaldehido, acido acético y alcoholes
superiores obtenidos en la fermentacion rapida la descartan para la evaluacion sensorial del

potencial aromatico, particularmente en comparacion con los hidrolizados de FFA reconstituida.

La estrategia para aislar precursores glicosidicos del aroma en muestras de uvas de Garnacha,
a partir de un fraccionamiento en dos etapas, primero en gel de Toyopearl para eliminar
compuestos de alta masa molecular y luego en silica gel para separar los precursores del aroma,

permitio la identificacion de numerosos potenciales precursores glicosidicos. Entre estos se
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incluyen 26 no documentados previamente, como precursores de fenoles volatiles,
monoterpenoles y norisoprenoides como el Riesling acetal y el TDN. El establecimiento de
correlaciones positivas entre las intensidades del aroma correspondiente en la fraccion
hidrolizada y la del potencial precursor en la fraccion sin hidrolizar resultd ser una herramienta

de gran potencial para la confirmacion de la identificacion de algunos de estos precursores.

La metodologia propuesta, basada en la combinacién del analisis no dirigido por UHPLC-
QTOF-MS de fermentados monovarietales y las correlaciones con los compuestos aromaticos
liberados en el envejecimiento de estos, permitid la identificacion de un gran nimero de
potenciales precursores glicosidicos de compuestos aromaticos varietales. Se identificaron 192
precursores del aroma, de los cuales 87 no habian sido reportados anteriormente. En 34 casos
la identificacion incluye espectros MS/MS y una correlacion positiva con la molécula de aroma
correspondiente, 12 de estos precursores son descritos en esta tesis por primera vez. En otros
89 casos existe una correlacion positiva con el aroma correspondiente, pero no se pudieron
adquirir espectros MS/MS que justificaran la estructura propuesta, 61 de estos compuestos se

reportan por primera vez.

En resumen, esta tesis contribuyéd significativamente al entendimiento de la cinética de
liberacion de las moléculas responsables del potencial aromético de la uva, mediante el estudio
de la liberacion de los aromas vinculados a estos precursores y a la identificacion de precursores

glicosidicos del aroma a través de estrategias de fraccionamiento y metabolémica.
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Anexos

Anexo I. Material suplementario sobre los métodos analiticos empleados

Tabla Al. Patrones analiticos, proveedores, purezay CAS, de los analitos determinados en el analisis

(GC-MS) de compuestos minoritarios y trazas. Se muestran también los valores de m/z empleados

para su cuantificacion (primer valor) y la confirmacion de identificacion.

Familia Compuesto Proveedor PL(J(;E; )Z a CAS m/z
acetatos acetato de isobutilo Chemservice 99 110-19-0 | 56, 101, 73
acetato de B-feniletilo | Chemservice 98,5 | 103-45-7 89, 91
isobutirato de etilo Sigma- 99 | 97-62-1 | 71,116
Aldrich
2-metilbutirato de etilo Sigma- 99 452-79- 57,115, 102
Aldrich 1
isovalerato de etilo Sigma- 98 108-64-5 | 88, 115, 70
ésteres Aldrich
: , Sigma- 25415-
4-metilvalerato de etilo Aldrich 97 67- 88, 115, 101
ciclohexanoato de etilo | Alfa Aesar 98 3282'28' 83, 101, 156
leucato de etilo Fluka 99 12‘;)4;3 "~ | 69,117, 87
. . 131, 103,
derivados del 4cido cinamato de etilo Fluka 98 103-36-6 176
cindmico dihidrocinamato de 2021-28- | 178, 149,
. Fluka 98
etilo 5 133
A-vinilguaiacol Lancaster | 97 778%'61' 150, 135
4-vinilfenol Lancaster 10 2622'17' 120, 91
Sigma-
o-cresol Aldrich 99 95-48-7 | 108, 107, 79
Sigma-
m-cresol Aldrich 99 108-39-4 | 108, 90, 79
fenoles volatiles 4-etilguaiacol Lancaster 98 2782'89' 1371’51222’
. Sigma-
4-etilfenol Aldrich 99 123-07-9 | 107,122
guaiacol Z%rr?;; 97 90-05-1 102’2125’
Sigma-
eugenol Aldrich 99 97-53-0 164, 149
p-propylguaiacol Lancaster 98 278?87' 1371’61322’
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Pureza

Familia Compuesto Proveedor (%) CAS m/z
. Sigma-
siringol Aldrich 99 91-10-1 154, 139
trans-isoeugenol Lancaster 98 97-54-1 161’4%)31’
metoxieugenol Sigma- 90 6627-88- | 194,179,
g Aldrich 9 119
vainillina Polyscience 99 121-33-5 1521’2251’
der\'/\;?r?i?lsi :ae la acetovainillona Z%rr?;_] 98 498-02-2 16?’2%51’
. . Sigma- 182, 181,
siringaldehido Aldrich 98 134-96-3 167
Sigma-
y-nonalactona Aldrich 97 104-61-0 | 85, 128, 100
. Sigma- 54814-
lactonas masoia lactona Aldrich 95 64-1 97, 139, 68
cis/trans- Sigma- 39212-
whiskylactona Aldrich %8 23 | 99,128 114
. Sigma-
linalol Aldrich 97 78-70-6 | 71,093,121
nerol Fluka 90 106-25-2 | 93,121, 68
geraniol Fluka 98 106-24-1 | 69, 139, 123
. Sigma-
B-citronelol Aldrich 98 106-22-9 | 69, 81, 123
(+)-cis/trans-6xido de Sigma- 99 16409- 139, 140,
rosa Aldrich 43-1 154
terpenos a-terpineol Fluka 99 98-55-5 | 93,121, 136
cis/trans-linalool oxide Sigma- 60047-
(furan) Aldrich % 17.g | 2459111
. Sigma- 18479-
dihydromyrcenol Aldrich 99 58-8 59, 123, 55
1,8-cineol Merck 09 470826 '0070%
limoneno Sigma- 97 5989-27- | 107, 136,
Aldrich 5 121
a-ionona i‘%ﬁ; 90 | 127-41-3 | 121, 93,192
. Sigma- 201-224- | 177,135,
p-fonona Aldrich 98 3 192
[-damascenona Firmenich 98 23;22 190, 175, 69
norisoprenoides DN Synchem g0 | 30364- | 157,142,
UG&Co 38-6 172
Riesling acetal 129601- | 138, 125,
g 94-1 133
. 65416- | 192, 93, 136,
vitispiranos £9.3 121
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Familia Compuesto Proveedor Pl(J(;S )Z a CAS m/z
3-octanona Merck 99 106-68-3 57,99
1S 2-octanol Merck 99,5 59781'70' 45, 55, 97
3,4-dimetilfenol Merck 99 95-65-8 107, 122

Tabla A2. Patrones analiticos, proveedores, purezay CAS, de los analitos determinados en el analisis

(UHPLC-MS) de mercaptanos polifuncionales (MPFs). El primer valor de m/z se usé en el primer

cuadrupolo y el segundo m/z en el tercer cuadrupolo. El valor de m/z 276 corresponde al grupo selenilo

[C13H100NSe]*, resultante de la ruptura del enlace selenil-sulfuro.

Compuestos Proveedor Pureza (%) CAS m/z (Q1) | m/z (Q3)

MP Lancaster 98 19872-52-7 | 452,450 | 276, 274

MH Lancaster 98 51755-83-0 | 457,455 | 276, 274

MPFs MHA Oxford Chemicals 98 136954-20-6 | 400, 398 | 276, 274
BM Fluka 98 100-53-8 405, 403 | 276, 274

FFT Lancaster 98 98-02-2 390, 388 | 276, 274

MP-d10 Eptes 99.9 392,390 | 276,274

MH-d5 Eptes 97 410, 408 | 276, 274

IS MHA-d5 Eptes 98 415, 413 | 276, 274
BM-d5 Eptes 99 408, 406 | 276, 274

FFT-d2 Eptes 98 418,416 | 276, 274
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Tabla A3: Patrones analiticos, proveedores, purezay CAS, de los analitos determinados en el analisis

(GC-MS) de aldehidos de Strecker. El primer valor de m/z fue el utilizado para la cuantificacion.

Pureza

d5

Compuesto Proveedor (%) CAS m/z
. . . Sigma- 250, 195,
isobutiraldehido Aldrich 99 78-84-2 939
. Sigma- 239, 253,
2-metilbutanal Aldrich 95 96-17-3 195
Aldehidos de . Sigma- 239, 196,
Strecker 3-metillbutanal Aldrich 97 590-86-3 266
. Sigma- 299, 252,
metional Aldrich 99 3268-49-3 181
fenilacetaldehido Sigma- 90 122-78-1 | 297, 91, 181
Aldrich
. Sigma- 253, 266,
2-metilpentanal Aldrich 98 123-15-9 195
IS metional-d3 Eptes 00 | 1849-20-2 3021’82152’
fenilacetaldehido- Eptes 95 301, 96, 181
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Tabla A4. Patrones analiticos, proveedores, pureza y CAS, de los analitos determinados en el

analisis (GC-FID) de compuestos mayoritarios.

Familia Compuesto Proveedor Pureza (%) CAS
acetaldehido Sigma-Aldrich 99 75-07-0
carbonilos diacetilo Sigma-Aldrich 99 431-03-8
acetoina Sigma-Aldrich 98 513-86-0
acido acético PanReac 99,5 64-19-7
acido butirico Polyscience 99,5 107-92-6
acido hexanoico Polyscience 99,5 142-62-1
acidos acido octanoico Polyscience 98,5 124-07-2
acido decanoico Polyscience 99,5 334-48-5
acido isobutirico Sigma-Aldrich 99 79-31-2
acido isovalérico Sigma-Aldrich 99 503-74-2
1-butanol PanReac 99,5 71-36-3
1-hexanol Sigma-Aldrich 99 111-27-3
isobutanol Merck 99 78-83-1
alcoholes alcohol isoamilico Sigma-Aldrich 99 123-51-3
2-feniletanol Fluka 99 60-12-8
metionol Sigma-Aldrich 98 505-10-2
cis-3-hexenol Sigma-Aldrich 98 928-96-1
alcohol bencilico Sigma-Aldrich 99 100-51-6
acetate de hexilo Chemservice 99 142-92-7
acetatos acetato de isoamilo Chemservice 99 123-92-2
acetato de etilo Polyscience 99,5 141-78-6
propanoato de etilo Fluka 99 105-37-3
butirato de etilo Sigma-Aldrich 99 105-54-4
hexanoato de etilo Polyscience 99,5 123-66-0
ésteres octanoato de etilo Polyscience 99,5 106-32-1
decanoato de etilo Polyscience 99,5 110-38-3
lactato de etilo Sigma-Aldrich 99 97-64-3
succinato de dietilo Fluka 99 123-25-1
lactona y-butirolactona Sigma-Aldrich 99 96-48-0
2-octanol Merck 98 123-96-6
IS 4-metil-2-pentanol Merck 99 108-11-2
heptanoate de etilo Merck 99 106-30-9
acido heptanoico Merck 99 111-14-8
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Anexo I1. Aplicacion de la metodologia de hidrolisis acelerada para la
prediccion del aroma potencial en uvas de Garnacha. Estudio del
impacto de la edad del vifiedo y el deshojado en este potencial

aromatico.

Como se concluyo6 en el capitulo 2 la hidrolisis acida de la Fraccion Fendlica Aromatica
(FFA) en condiciones de anoxia es una buena estrategia para evaluar el potencial
aromatico de las uvas. En este anexo, se detallan los resultados de la aplicacion de esta
metodologia para explicar la influencia de dos factores relacionados con la ampelografia
en las uvas de Garnacha. En el primer estudio se estudiara la influencia de la edad del

vifiedo y en el segundo el deshojado temprano y tardio.

En todos los casos se recolectaron las muestras de uvas (1 kg), se prepararon mistelas y
se extrajeron las FFAs. Una vez extraidas se reconstituyeron en vino sintético y se
sometieron a la hidrolisis dcida en anoxia a 75°C durante 24 horas para el analisis de los
compuestos minoritarios y trazas y a 75°C durante 96 h para evaluar la liberacion de los
mercaptanos polifuncionales. Los métodos de preparacion de muestras, hidrolisis acida 'y
andlisis de compuestos volatiles se describen detalladamente en la seccion de materiales

y métodos del capitulo 1.
Edad del vifiedo. “Garnachas Historicas Project”

Existe una creencia de que vifiedos viejos producen vinos de mas alta calidad. En Aragén,
se inicio en el afio 2022 “Garnachas Historicas Project”, considerado un proyecto pionero
en Europa, puesto en marcha por la DOP Campo de Borja con el fin de poner en valor la
edad del vifiedo y los vinos que de €l se extraen, ademas de dar la importancia que merece

a la conservacion de las vifias historicas de esta variedad de uva en Aragon.

Partiendo de esta hipotesis y como grupo colaborador de dicho proyecto se tomaron
muestras de uvas de la variedad Garnacha de la D.O.P. Campo de Borja dentro del
contexto del proyecto, con el objetivo de evaluar si existian diferencias significativas
desde el punto de vista del aroma generado entre uvas histdricas y no historicas de esta

denominacion.
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Para ello, se prepararon las correspondientes FFAs de 6 muestras de uvas de Garnacha
catalogadas como historicas (entre 32-82 afios) y 6 no historicas (entre 3-11 afios). El
muestreo se realizd en 6 distintas zonas y en cada una se selecciond una muestra no
historica y otra historica. Posteriormente, se realiz6 una hidrélisis a 75°C durante 24 h
(para analizar el potencial aromatico que presentaban de terpenos, norisoprenoides,
vainillina y derivados, fenoles y otros) y otra a 96 h para evaluar los mercaptanos
polifuncionales. Los resultados de concentraciones por cada muestra en cada zona se

reflejan en la tabla 1.

Para el tratamiento de los resultados se realiz6 una prueba t de comparacion de medias de
los aromas analizados en los grupos Historicas y No historicas y comprobar si presentaban
diferencias significativas. Ademas, se hizo una comparacion también por familias de
aromas (norisoprenoides, fenoles, terpenos y mercaptanos polifuncionales. Se calculd
también la diferencia relativa porcentual entre las medias de ambos grupos. Los resultados

de esta prueba se muestran en la tabla 2.
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Tabla 1. Concentraciones (ug/L) * y desviaciones estandares (n=2) de los aromas analizados en cada par de muestra por zonas

Ainzo6n Magallén Fuendejalon Pozuelo Borja Tabuenca
Compuestos
No histdrica Histoérica No histérica Histérica No histérica Histérica No histérica Histérica No histérica Histérica No histérica Histérica
limoneno 8,02 £ 0,68 99+11 8,95+ 0,59 5,49 £ 0,28 76733271 8,589 + 0,068 58+0,5 4,86 +0,43 4,25 +0,22 4,43 +£0,24 4,3+0,16 4,583 + 0,038
1,8-cineol 0,78 +£ 0,049 1+0,1 0,839 + 0,037 0,596 + 0,047 | 0,773+ 0,039 1,1+£0,02 0,754 + 0,077 | 0,658 + 0,036 | 0,527 + 0,052 | 0,5029 + 0,0013 | 0,535+ 0,011 | 0,534 + 0,029
oxido de linalool | 1,406 £0,011 | 1,58 + 0,053 1,183 + 0,031 1,487 £ 0,007 152+0,022 | 1,032+0,015 | 1,116 £ 0,014 | 1,607 +£0,019 | 1,528 £ 0,014 | 1,399+0,022 | 1,854+0,029 | 1,857 £0,019
- . 1,7053 £ 2,0983 +
dihidromircenol 1,74 £0,12 2,04 £ 0,25 1,682 + 0,031 1,4+0,11 0.0053 0.0086 15+0,2 1,114 £0,097 | 1,17 £0,032 0,819 + 0,064 0,84 £ 0,06 0,931 + 0,024
- 13,913 £ 20,198 +
vitispiranos 11,15+0,14 0.026 18+1,3 25,71+ 0,61 21 +0,27 8,706 £ 0,054 | 22,98 +0,14 | 22,17+0,12 | 15,86+0,29 14,38 + 0,59 0.016 20+1
linalool 4,03+0,15 5,45+ 0,28 3,036 £ 0,096 101,2+0,19 | 3,257 £0,015 | 4,227+ 0,027 | 2,76 £0,13 3,1+£0,2 4,025 + 0,014 | 2,045+ 0,043 7,25+ 0,06 5,107 £ 0,016
- 3,1474 £ 4,8749 £ 2,5953 +
Riesling acetal 0,0064 3,657 +0,011 | 4,264 + 0,068 5,851 + 0,041 0,0052 0,0015 5,211+ 0,071 | 5,994 + 0,069 | 4,26 £0,22 3,28+0,19 5,95+ 0,15 5,33+0,23
. 3,0027 £ 5,5969 +
a-terpineol 3,063 +£0,013 | 6,558 + 0,016 | 4,1022 +0,0049 | 2,482 + 0,023 0.0073 4,651 + 0,018 | 2,482+ 0,016 | 2,313 +0,056 | 3,34 +0,028 2,2+0,01 0.0065 4,311 £ 0,053
TDN 4,37 £ 0,051 4,84 £0,17 6,04 £ 0,26 7,89+0,31 7,03+0,06 | 3,395+ 0,032 8,1+0,36 8,82+0,16 7,12+0,22 4,47 £ 0,24 8,249 £ 0,022 7,97+0,14
. 0,5506 + 0,3044
B-citronelol 0,438 £0,038 | 0,529+ 0,076 | 0,538+ 0,011 0,41 £0,02 0,48 £ 0,02 0.0041 0,312 £ 0,042 | 0,401 + 0,029 0.0081 0,26 £ 0,01 0,298 £ 0,019 | 0,2918 + 0,0077
1,5649 £ 2,65472 £ 2,3116 £
- + + + + + + + + +
f -damascenona | 1,686 + 0,024 0,0071 2,066 + 0,058 0,00026 1,763 £ 0,022 1,3+0,02 2,114 + 0,083 0.0063 2,74 £ 0,02 0,952 + 0,036 2,28 £ 0,05 2,481 + 0,082
afceer:(l)I:tTIE 231£004 | 257%0,19 2,87£0,11 3462018 |2,283+0,084 | 1,795+0,061 | 3,02+017 | 3,27+028 |3,687+0,026| 1,405+0,046 | 283+0,11 | 3,124+0,043
. 0,4913 £ 0,8476 £
geraniol 0,685+0,028 | 1,016 £ 0,062 | 0,561+ 0,024 0,697 £ 0,012 | 0,545+ 0,011 | 0,759 £ 0,011 0.0073 0,612 £ 0,025 0.0069 0,38 £ 0,012 1,461+0,026 | 1,084+0,016
. 4,4183 £ 1,8657
guaiacol 3,376 £ 0,045 | 4,09+0,16 |2,2212+0,0021 | 4,226 £0,051 | 3,902 +0,035 | 4,273 £ 0,081 | 2,025 + 0,011 0.0068 2,016 £0,032 | 3,564 + 0,095 0.0088 3,853 £ 0,027
+
B-ionona 0,226 + 0,012 | 0,251 + 0,031 0,24 £ 0,01 0,196 + 0,015 | 0,217 + 0,005 0623(?;4_ 0,201 + 0,023 | 0,198 + 0,017 | 0,146 £ 0,005 | 0,122 +0,0024 | 0,122 +0,012 | 0,1464 + 0,0081
0,3531 £ 0,2575 £ 0,3121 £ 0,4131 £ 0,0947 £ 0,2761 £ 0,2084 £ 0,1285 +
- + + + +
o-cresol 0,0035 0,0057 0,211 £ 0,0026 | 0,186 + 0,0061 0,0067 0,0055 0,0004 0,0008 0,0013 0,4189 £ 0,0034 0,0066 0,2306 + 0,0037
0,5673 £ 0,3749 £
y-nonalactona | 0,556 + 0,041 | 0,747 + 0,064 1,23 £ 0,021 1,385+ 0,0084 | 0,945+ 0,034 | 0,771+ 0,014 0.0011 1,085+ 0,041 | 0,43+0,017 | 0,569 + 0,041 0.0054 0,53+0,011
m-cresol 8,0563+0,016 | 8,42+0,46 | 6,6301+0,0063 57+0,2 4,789 £ 0,077 | 7,27 +£0,02 5,54 +0,41 9,84 +0,23 6,34+ 0,16 14,46 +0,33 | 4,368 £ 0,027 | 4,001 + 0,091
4-vinilguaicol 46,13 + 0,47 42,7+22 33,73+ 0,67 45,5+ 0,47 39,61 + 0,52 41,28 + 0,18 444 +0,4 71,4+24 38,95+ 0,53 55+2,3 47,1+1,6 412+14
masoia lactona n.d. n.d. 0,932 £ 0,023 1,415+0,023 | 1,106 +0,021 | 0,69+ 0,017 1,05+0,12 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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Tabla 1. Concentraciones (ug/L) * y desviaciones estandares (n=2) de los aromas analizados en cada par de muestra por zonas

Ainzo6n Magallén Fuendejalon Pozuelo Borja Tabuenca
Compuestos
No histdrica Histoérica No histérica Histérica No histérica Histérica No histérica Histérica No histérica Histérica No histérica Histérica
siringol 58,14 £ 0,16 56,5+2,7 576+1,1 75,2+0,5 71,12+0,39 | 47,63 +0,58 80,6 +25 94,28 £ 0,71 638+1,1 56,8 +2,7 69,27 £ 0,83 80,13 £ 0,28
. 0,1101 £ 0,1817 £ 0,0943 £ 0,1307 £ 0,1226 £ 0,13062 0,1206
isoeugenol 0.0061 0,0048 0,127 £0,0094 | 0,141 +0,011 0,13+0,01 0,0084 0,104 £ 0,011 0,0087 0,0052 0,00087 0,0047 0,1045 + 0,0086
4-vinilfenol 465+14 64,94 + 0,94 51,94 £ 0,11 64,8 £ 0,12 47,21 + 0,85 39+0,78 838+24 157+1,1 44,45 + 0,34 802 69,86 £ 0,73 43,06 + 0,31
. 0,34638 + 0,3597 + 0,4306 + 0,8897 + 0,4309 +
+ + + + + + +
metoxieugenol 0,502 + 0,015 | 0,553 + 0,083 0,00052 0,7927 £ 0,0015 0,0079 0,0051 0,429 + 0,014 0,0082 0,499 + 0,044 | 0,445+ 0,037 0,0076 0,65+ 0,01
vainillina 71,7+15 554 +2,2 634+19 1116+1,1 712+ 17 5707041721 57,49+ 0,34 913+24 61,9+23 56,7 £ 2,7 44,24 £ 0,14 87,8+2,2
acetovainillona | 19,83+0,15 | 13,45+0,34 10,6 +0,3 16,097 £0,032 | 14,13+0,16 | 17,72+0,57 9,39+0,22 22,51+0,37 | 14,18 +0,15 10,57 £ 0,61 14,56 £ 0,13 19,63+0,28
siringaldehido 1830 + 81 760 + 47 1420 + 58 2630+ 4 1780 + 18 1160 + 35 1310+ 12 2030 + 60 2320 + 129 540 + 41 1088,5+ 6,8 2670+ 114
0,0835 £ 0,1392 + 0,1887 £ 0,1542 +
N , ) \ )
MHA 0,156 £ 0,016 0,0069 0,179 £ 0,011 0,316 £ 0,016 | 0,302 £ 0,024 0,0035 0,242 £ 0,013 0,0059 0,179 £ 0,013 | 0,156 + 0,0056 0,0069 0,1601 £ 0,0052
0,3792 + 0,2754 +
BM* 0,292 +0,035 | 0,24+0,02 | 0,276+0,0015 | 0,345+0,017 | 0,28+0,062 | 0,169 + 0,023 | 0,432 £ 0,011 0.0042 0,36 £ 0,02 0,15 + 0,002 0.0042 0,221 + 0,033
FFT* 0,853 +£ 0,023 | 0,467 = 0,052 1,03+0,16 1,6 £ 0,008 1,042 +0,011 | 0,872+£0,059 | 1,29+0,12 1,62+0,14 | 0,844 £0,045 | 0,5441 £0,0072 | 0,85+0,28 1613033;35
MH* 1520 + 162 566,4 + 3,7 860 + 31 1460 + 37 1920 + 54 1240 + 13 1480,7 £ 6,7 1220 + 29 1210 + 37 1330 + 60 1310+ 16 1840 + 227
0,5719 + 0,4904 + 0,654
* + ’ + + + ' + ' + + + +
MP 0,479 + 0,068 0,0068 0,521 + 0,048 | 0,7622 + 00,0084 | 0,656 + 0,022 0,0061 0,693 + 0,039 0,0048 0,525+ 0,044 | 0,634+0,042 | 0,679+0,012 | 0,755+ 0,019

*Las concentraciones estan expresadas en ng/L
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Tabla 2. Resultados de la prueba t de comparacion de medias entre muestras Historicas y No
histéricas y del calculo de la diferencia relativa porcentual.

Compuestos Diferencia relativa| P
limoneno -2,9% 0,8863
1,8-cineol 4,3% 0,7983

oxido de linalool 4,0% 0,7135
dihidromircenol -2,6% 0,8944
vitispiranos -2,3% 0,8960
linalool -2,9% 0,8948
Riesling acetal -3,7% 0,8185
a-terpineol 4,2% 0,8570
TDN -9,0% 0,6037
B-citronelol 2,8% 0,8671

[ -damascenona -11,6% 0,4937
aceto de B-feniletilo -8,5% 0,5783
geraniol -0,9% 0,9695
guaiacol 45,3% 0,0023
fB-ionona 3,8% 0,8209
o-cresol 30,7% 0,1957

y-nonalactona 21,4% 0,4108
m-cresol 32,6% 0,1755

4-vinilguaicol 17,2% 0,1685

masoia lactona 2,1% 0,9527
siringol 2,5% 0,8400
isoeugenol 8,5% 0,4433
4-vinilfenol 27,4% 0,3558
metoxieugenol 37,7% 0,0337
vainillina 21,8% 0,1801
acetovainillona 18,9% 0,2389
siringaldehido 0,3% 0,9908
MHA -15,0% 0,4939

BM -24,1% 0,1673

FFT 5,2% 0,8124

MH -7,8% 0,6539

MP 8,5% 0,3848

suma fenoles 24,3% 0,0144
suma terpenos 0,8% 0,9521
norisoprenoides -4,6% 0,6985
mercaptanos varietales 0,3% 0,9768

225



Anexo I1

Como puede observarse, promediando todas las zonas de vifiedo estudiadas, las
diferencias significativas afectan a los componentes del grupo de los fenoles volatiles:

guaiacol, metoxieugenol y a la suma de la familia de los fenoles.

Ademas, se realizd6 un Analisis de Componentes Principales (PCA) para estudiar la
relacion existente entre las muestras en funcion de sus diferencias en contenidos
aromaticos. En la figura 1 se muestra la distribucion de las muestras Historicas (H ) y las
No Histéricas (T ). Como se puede observar, las muestras Histdricas tienen una
distribucion mas amplia a lo largo del eje PC1, con respecto a las No historicas que se

encuentran mas agrupadas entre si.

Observaciones (ejes F1y F2: 53,31 %)

4 T H_Magallén
L]
3 1
T_Fuendejalén H Pozuelo
2 H_Fuendejalén T_Magallén . * .
* T_Pozuelo
1 T .
T_Ainzén

= 0 J
P~
o .
w 1 H_Ainzén
-
: -2 o * .
L H_Borja .T_Borja H_Tabuenca

-3

4

5 .

T_Tabuenca
-6
-8 -6 -4 -2 0 2 4 6

F1 (35,04 %)

« Observaciones activas

Fig. 1. Analisis de Componentes Principales. Distribucion de muestras por edad y
zona: T _son las muestras procedentes de viriedos no historicos y H las procedentes de

viriedos historicos

En la figura 2 se observa la importancia de los aromas en las componentes principales
que justifica la distribucion observada para las diferentes muestras. Las Garnachas
Historicas de Pozuelo y Magallon se caracterizan por tener mayores contenidos de

vainillina, siringol y siringaldehido, de vitispiranos, Riesling acetal, TDN y pB-
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damascenona. Mientras que, las Garnachas histéricas de Ainzon, Fuendejalon y Borja se

caracterizan por tener mas limoneno, cineol y B-ionona.

Biplot (ejes F1y F2: 53,31 %)
8 ——
6 ytonalactona
massoia [actone
B-lonone inili
_citrenelol MHxainillina
4 dihidr%mlir e o? i FFT
. guaiacg
cineo gallon o
limoneno
BM . ,
3 2 T Ma ) I>Fuendejaldnl etoxieug Mrgfﬁgﬁ'?; S
N H_Fuendejalén -MagafégoP “Aing si?ilngo?
o i ol
= m-= | .
8 g T_Ainzén o - B_dammhwetal
. ———e
H_Ainzdn »
H_Borja *
-2 —borja T|Bbrja » H_Tabuenca *
a-terpineol 7
oxidode linalool
linaloo
-4 -sgeraniol
T_Tabuenca *
-6 us
-8 -6 -4 -2 0 2 4 6
F1 (35,04 %)
‘ » Variables activas ~ « Observaciones activas ‘

Fig. 2. Analisis de Componentes principales. Distribucion de los aromas

Al parecer la influencia de la zona de procedencia tiene mas peso que la edad del viiedo
en si. Puesto que, no hay vinculos evidentes geograficos o edafoclimaticos entre las
muestras de un lado u otro, podemos pensar que las diferencias se deben a factores

clonales no conocidos.

De manera general, las uvas procedentes de vifiedos méas antiguos pueden producir niveles
entre un 38 y un 45% significativamente mas altos de guaiacol y metoxieugenol, y de un

24% superior de la familia de los fenoles volatiles, en general.

Desde el punto de vista sensorial, estas diferencias indican que em algunos casos, las
parcelas historicas dan lugar a vinos de Garnacha con estructuras aromaticas frutales y

florales diferenciadas de los correspondientes pares procedentes de uvas de vifias mas
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jovenes. Como notas comunes, los mayores niveles de componentes con aromas a tostado
y clavo, haran que la fruta se perciba como mas fruta negra que roja; pero segin la
procedencia se ha detectado que las uvas procedentes de parcelas mas antiguas pueden
ademas desarrollar aromas mas florales, enriquecidos en terpenos y PB-ionona, o mas

frutales y especiados, enriquecidos en -damascenona y derivados de la vainillina.

La conclusién mas clara del estudio es que se ha demostrado que la edad del vifiedo afecta
de manera significativa a los niveles generales de uno de los 4 grupos mas relevantes de
metabolitos secundarios de aromas varietales. Dado que estos metabolitos aromaticos
estan desde el punto de vista bioquimico, emparentados con los polifenoles, cabe inferir
que es muy probable que algunas de las familias de polifenoles también vengan afectadas

por la edad del vifiedo.

Ensayo de Deshojado

Paralelamente, se realizaron otros estudios en el marco de un ensayo para evaluar el efecto
del deshojado (temprano o tardio) en la produccion de aromas, también en uvas de
Garnacha. Con este fin, se siguié una metodologia similar a la explicada anteriormente
con uvas Testigo, de Deshojado Temprano (en el cuajado) y de Deshojado Tardio (en el
envero) de parcelas situadas en la Bodega Alvaro Palacios perteneciente a la D.O.Ca.
Rioja. Cada tratamiento se realizo sobre 5 réplicas (R1-R5). Las muestras se trataron de
la misma manera que se hizo en el ensayo anterior. Las concentraciones para cada
compuesto analizado en cada tipo de deshojado y la muestra testigo de cada una de las 5

réplicas aparecen reflejadas en la tabla 3a (R1-R3) y la 3b (R4 y RY).

Una vez realizada la determinacion de los compuestos se realizo una prueba de diferencias
por pares para cada uno de los deshojados, con el objetivo de estudiar si existian
diferencias significativas entre la muestra Testigo y sus correspondientes pares de
deshojado tanto temprano como tardio. Los resultados de esta prueba aparecen reflejados

en la tabla 4.

El deshojado como tal induce niveles superiores de 4-mercapto-4-metilpentanona (MP)
y de 4-vinilfenol (si fijamos la significatividad en p < 0,1). Ademas, provoca niveles

inferiores de o-cresol y B-citronelol (si fijamos la significatividad en p <0,1).
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Si analizamos cada tipo de deshojado por separado, podemos observar que el deshojado
temprano induce cambios muy relevantes en los derivados de los carotenoides que a su
vez como se ha mencionado antes son precursores de los norisoprenoides. De esta forma,
se observa un aumento de los contenidos de vitispiranos, TDN (p <0,1) y Riesling Acetal.
Esto pudiera deberse a que la exposicion a la luz solar promueve el aumento de los
carotenoides en uvas no maduras en comparacion con las uvas que se encuentran a la
sombra y estos se sintetizan principalmente en la primera etapa de la formacion de la fruta
hasta el envero (Etapa del ciclo vegetativo anual de la vid después del cuajado y es el
comienzo de la maduracion de las bayas)?. Sin embargo, disminuyen los niveles de B-
damascenona, lo cual podria tener un efecto positivo sobre el cardcter sobremaduro.
También disminuyen algunos derivados de la vainilla y el bencilmercaptano. Con la
disminucion en los niveles de este mercaptano polifuncional podria verse reducido el

aroma empireumatico.

Por su parte el deshojado tardio induce cantidades mayores de limoneno, dihidromircenol

y B-ionona, que puede aportar aroma a violetas.

Estos estudios son muy preliminares y es necesario estudiar diferentes anadas para arribar

a conclusiones mas solidas y confiables.

2Mendes-Pinto, M. M. (2009). Carotenoid breakdown products the—Norisoprenoids—In wine aroma.
Archives of Biochemistry and Biophysics, 483(2), 236-245. https://doi.org/10.1016/j.abb.2009.01.008
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Tabla 3a. Concentraciones (ug/L) y desviaciones estandares (n=2) de los aromas analizados en las Réplicas R1, R2 y R3. *- la concentracion en ng/L

R1 R2 R3
Compuestos Testigo D. Temprano D. Tardio Testigo D. Temprano D. Tardio Testigo D. Temprano D. Tardio
limoneno 20%2 16,82 + 0,05 32,1+24 156+1,7 14,32 + 0,62 28,8+4,5 288+12 171+18 33,7+£0,1
1,8-cineol 0,4118 +0,0021 | 0,336 £ 0,031 0,6 £ 0,063 0,4 +0,038 0,402 £ 0,025 05+0,1 0,5442 + 0,0033 | 0,5374 + 0,0084 0,676 £ 0,017
o6xido de linalool 2,164 +£0,077 | 1,4712+£0,0019 | 1,25736 + 0,00095 | 1,6149 + 0,0032 2,059 £ 0,041 1,659 + 0,031 1,659 + 0,026 1,396 + 0,035 1,95+ 0,02
dihidromircenol 0,883 +£ 0,082 0,88+0,11 1,331 + 0,083 1,22 £0,051 0,854 £ 0,011 1,37+£0,32 1,37 £0,032 1,073 + 0,066 1,71+ 0,02
vitispiranos 38412 40x1 23,16 £ 0,86 27,01+0,074 51,1+14 33,4+0,81 33,4+0,18 25,386 + 0,025 40,43+0,18
linalool 5,85+0,19 3,59+0,13 3,409 £ 0,073 3,825+ 0,035 4,359 £ 0,021 4,65+0,27 4,653 0,032 3,698 £ 0,072 5,51+0,025
Riesling acetal 10,028 £ 0,049 | 10,602 + 0,027 5,98 +£0,33 7,691 £ 0,048 11,48 £0,12 7,569 + 0,054 76+0,2 6,99 £ 0,12 9,81+0,16
a-terpineol 7,91+0,03 5,374 £ 0,023 4,147 + 0,055 5,775+ 0,068 6,004 + 0,031 5,334 £ 0,023 5,334+ 0,014 4,65+ 0,098 7,3+0,13
TDN 16+ 0,51 13,82 £ 0,76 8,6 £0,31 11,109 + 0,021 17,04 £ 0,98 12,91 £ 0,64 12,91+ 0,44 10,32 £ 0,19 14,36 £ 0,78
B-citronelol 0,397 £ 0,023 | 0,2981 + 0,0075 0,348 + 0,039 0,466 + 0,022 0,391 +0,012 0,392 + 0,048 0,39 £0,03 0,393 £ 0,011 0,432 £ 0,021
B-damascenona 3,53+£0,13 2,74+ 0,02 2,21+0,15 3,13+0,01 2,834 +£ 0,046 2,6085 +0,0078 | 2,6085 +0,0029 2,744 + 0,035 2,733 + 0,056
aceto de p-feniletilo | 4,743 £ 0,044 3,726 £ 0,053 3,35+0,074 4,09 0,35 4,02+0,15 3,723 £ 0,029 3,723+0,014 3,737 £0,011 4+03
geraniol 1,243 £0,043 | 0,6761 + 0,0055 0,55+ 0,027 0,7837 +0,0011 | 0,91769 + 0,00073 | 0,867 + 0,018 0,8667 + 0,0083 0,71+0,04 0,99 £ 0,02
guaiacol 2,113+ 0,095 | 2,5567 + 0,0097 15+01 2,685+ 0,055 2,989 + 0,052 3,332 £ 0,029 3,332+ 0,036 1,97 £ 0,016 2,02+ 0,047
f3-ionona 0,156 + 0,021 0,14 +£0,02 0,1978 + 0,0063 0,168 + 0,016 0,151 +£0,0072 0,214 £ 0,051 0,214+ 0,017 0,189 £ 0,011 | 0,25713 + 0,00066
o-cresol 0,1782 +0,0017 | 0,1943 +0,0017 0,128 + 0,016 0,2419 + 0,0066 | 0,1365 + 0,0045 | 0,1755+0,0034 | 0,17553 + 0,00052 | 0,1784 + 0,0054 | 0,1546 + 0,0089
y-nonalactona 0,533 +£0,024 0,589+ 0,014 0,5587 + 0,0066 0,64 £0,03 0,89036 + 0,00053 | 0,609 + 0,052 0,6093 = 0,0056 0,7 £0,027 0,574 £ 0,032
m-cresol 4,671 +0,035 4,08 £ 0,05 4,76 +£ 0,32 533+0,18 425+0,14 5,02+0,17 5,025+ 0,075 5,04 £ 0,16 4,49+0,11
4-vinilguaicol 43,727 36,1559 + 0,0095 499+49 359+18 45,44 £ 0,42 338+04 33,79 £ 0,96 36,28 £ 0,39 344+15
siringol 499+25 38,179 £ 0,054 36,727 45,73 £ 0,52 62,1+18 47+£23 50+ 2 48,98 + 0,93 52,8+2,3
isoeugenol 0,188 £ 0,022 | 0,1996 + 0,0035 0,21+0,03 0,245+ 0,019 0,179+ 0,013 0,1336 + 0,0034 | 0,13356 + 0,00012 | 0,169 + 0,019 0,163 + 0,034
4-vinilfenol 43+0,9 4591+0,11 78,65+ 0,54 38,52 +0,25 68,56 + 0,11 42,77 +0,15 40+3 53,35+ 0,16 57,555 + 0,061
metoxieugenol 0,76 + 0,091 0,5734 + 0,0061 0,869 + 0,089 0,5967 + 0,0041 | 0,43639 + 0,00079 | 0,565 + 0,021 0,5646 + 0,0028 05+0,1 0,56 +0,13
vainillina 63,61+0,81 61,93+ 0,29 498+18 55,5+12 724+17 61,7+2,4 61,7+0,71 53+1,5 533+17
acetovainillona 221+12 19,92 £ 0,13 17,739 19,63 £ 0,12 14,06 + 0,39 16,47 £ 0,19 165+0,4 164+13 173+£11
siringaldehido 1780 + 18 1010 + 13 750 £ 115 1250 £ 21 770+ 24 1330 £ 60 1331,7+24 940 £ 12 1250 £ 13
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Tabla 3a (Continuacion). Concentraciones (ug/L) y desviaciones estandares (n=2) de los aromas analizados en las Réplicas R1, R2 y R3.

*- la concentracion en ng/L

R1 R2 R3
Compuestos Testigo D. Temprano D. Tardio Testigo D. Temprano D. Tardio D. Tardio Compuestos Testigo
MHA* 0,1375 + 0,0033 | 0,1936 + 0,0074 | 0,404 + 0,082 | 0,1707 + 0,0036 | 0,304 + 0,038 | 0,2623 + 0,0076 | 0,34 + 0,01 0,305+0,014 | 0,285+ 0,015
BM* 0,3826 + 0,0071 | 0,319+0,013 | 0,472+0,035| 0,317 +0,012 | 0,306 +0,012 | 0,518 +0,0047 | 0,506 + 0,077 | 0,4604 +0,0055 | 0,55+ 0,12
FFT* 0,471+£0,027 | 0,664+0,084 |0,797£0,039| 0,697 +0,076 | 0,55+0,065 | 0,629+0,028 | 0,871+ 0,021 | 0,5508 + 0,00061 | 0,65+ 0,14
MH* 1240 + 35 1570 + 29 1950 + 44 1600 + 126 2090 + 49 2120 £ 16 2660 + 55 2060 + 16 1800 + 372
MP 0,76 £0,069 |0,7624 +0,0078 | 1,077 +0,061 | 0,529 +0,051 | 0,704 +0,023 | 0,692 + 0,0031 | 0,752+0,082| 0,868 +0,029 | 0,845+ 0,062
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Tabla 3b. Concentraciones (ug/L) y desviaciones estindares (n=2) de los aromas analizados en las réplicas R4 y R5. *-

la concentracion en ng/L

R4 R5
Compuestos Testigo D. Temprano D. Tardio Testigo D. Temprano D. Tardio
limoneno 152+3,1 31,06 + 0,64 31,7+24 153+0,6 15,25 + 0,37 149+17
1,8-cineol 0,6 + 0,06 0,605 + 0,024 0,54 £ 0,016 0,5513 £ 0,0088 0,3309 + 0,0076 0,402 £ 0,077
oxido de linalool 1,609 + 0,036 1,303 + 0,018 1,202 + 0,023 1,2187 + 0,0008 1,781 + 0,021 1,836 + 0,016
dihidromircenol 1,04+0,12 1,407 + 0,054 1,411 + 0,041 1,44 + 0,021 0,829 £ 0,015 0,85 +0,12
vitispiranos 25,62 + 0,42 38,41+ 0,65 30+1 32,56 + 0,84 299+19 55,53+ 0,15
linalool 4,25+0,15 3,32+ 0,02 3,163 £ 0,041 3,192 + 0,036 4,088 = 0,011 32+0,13
Riesling acetal 7,714 £ 0,058 9,34+0,11 7,698 + 0,024 7,699 + 0,052 7,428 + 0,051 12+0,12
a-terpineol 4,93+ 0,07 4,396 + 0,011 4,613 + 0,026 4,631 + 0,044 6,443 + 0,022 4,20+0,10
TDN 9,8+0,18 13,71 + 0,56 10,72 £ 0,72 11,22 +0,48 11+0,60 16,87 £ 0,075
B-citronelol 0,4 £0,027 0,3434 £ 0,0034 | 0,3508 + 0,0058 0,355+ 0,016 0,4111 £ 0,0014 0,314 + 0,025
[ -damascenona 2,973 £ 0,057 2,163+ 0,013 2,298 + 0,002 2,299 + 0,025 2,65+0,04 2,1257 £ 0,0045
aceto de B-feniletilo | 3,958 + 0,084 2,91+0,17 3,369 + 0,068 3,32+0,17 3,69+0,11 3,0+0,10
geraniol 0,849 + 0,023 0,535 + 0,0032 0,4999 + 0,0098 0,5+0,015 0,841 + 0,011 0,603 + 0,012
guaiacol 30,1 1,3534 +0,0047 | 1,71137 = 0,00087 1,71+ 0,05 3,83+0,01 3,366 £ 0,076
B-ionona 0,188 + 0,025 | 0,2162 £ 0,00073 | 0,2192 + 00,0093 | 0,22581 + 0,00034 | 0,15494 + 0,00093 0,16 + 0,02
o-cresol 0,2097 £ 0,0084 | 0,1014 +0,0013 | 0,09563 + 0,00038 | 0,0959 + 0,0013 0,2191 £ 0,0026 | 0,1089 + 0,0077
y-nonalactona 0,699 0,042 | 0,5077 +0,0024 0,661 + 0,026 0,6797 £ 0,0081 0,8104 = 0,0014 1,025 + 0,077
m-cresol 5,26 £ 0,32 3,976 £ 0,074 4,137 £ 0,012 4,14+0,14 4,567 £ 0,024 4,17 +0,48
4-vinilguaicol 29717 439+11 44+£0,7 43,54+ 0,23 392+0,3 46,7+2,3
siringol 515+17 346+13 39,63 +0,48 40+15 58,9+0,1 56,76 + 0,97
isoeugenol 0,135+ 0,017 | 0,479 +0,0057 | 0,1449 +0,0047 0,1482 + 0,0016 0,1658 + 0,0039 0,169 + 0,024
4-vinilfenol 337x11 81,437 £ 0,011 67,33+ 0,32 67,1+0,15 51,035 + 0,084 816+38
metoxieugenol 0,509 + 0,066 | 0,3573 +0,0058 0,34 £ 0,016 0,3287 £ 0,0051 0,5391 + 0,0055 0,429 + 0,059
vainillina 64,05+ 0,97 54,75 £ 0,63 58,93+ 0,81 595+15 62,95+ 0,16 73,1+13
acetovainillona 223+15 101 144 +0,6 14,85 + 0,22 16,28 + 0,36 134+11
siringaldehido 1520 + 74 760 + 26 800 + 11 800 + 25 1260 + 21 520 + 45
MHA* 0,2412 £0,0031 | 0,298 + 0,005 0,3993 £ 0,0098 0,416 + 0,038 0,202 £ 0,018 0,18 £ 0,016
BM* 0,439 + 0,056 0,409 + 0,039 0,383 + 0,045 0,48 + 0,06 0,398 + 0,083 0,458 + 0,023
FFT* 0,824 £ 0,024 0,668 + 0,033 0,574 £ 0,089 0,765 + 0,061 0,497 £ 0,032 0,8+0,24
MH* 2070 £ 19 1280 + 46 2190 £ 107 3840 £ 92 1570 £ 43 1600 + 28
MP 0,804 + 0,051 1,041+ 0,073 1,003 + 0,054 0,791 + 0,048 1,18 +0,17 0,99 £ 0,07
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Tabla 4. Resultados de la prueba t de diferencia de medias por pares entre cada
tipo de deshojado y la muestra testigo. Valores de p < 0,05 se sefialan en rojo e
indican que existen diferencias significativas.

Compuestos Deshojado Temprano | Deshojado Tardio
limoneno 0,212 0,0001
1,8-cineol 0,488 0,138

oxido de linalool 0,969 0,313
dihidromircenol 0,489 0,004
vitispiranos 0,017 0,904
linalool 0,645 0,857
Riesling acetal 0,021 0,455
a-terpineol 0,626 0,600
TDN 0,078 0,594
B-citronelol 0,086 0,002

[ -damascenona 0,033 0,118
aceto de B-feniletilo 0,125 0,300
geraniol 0,413 0,464
guaiacol 0,527 0,405
B-ionona 0,451 0,002
o-cresol 0,065 0,018

y-nonalactona 0,663 0,366
m-cresol 0,010 0,800

4-vinilguaicol 0,336 0,520

siringol 0,738 0,214
isoeugenol 0,579 0,679
4-vinilfenol 0,055 0,022
metoxieugenol 0,078 0,266
vainillina 0,515 0,365
acetovainillona 0,076 0,467
siringaldehido 0,076 0,244
MHA* 0,998 0,654
BM* 0,019 0,248
FFT* 0,193 0,825
MH* 0,314 0,515
MP* 0,046 0,007
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Conclusiones generales

A pesar de ser en ambos casos unos ensayos muy reducidos y por tanto tratamientos
estadisticos muy limitados, principalmente por el nimero de muestras analizadas, se han
encontrado algunos resultados muy relevantes por lo que creemos que el estudio del
potencial aromatico de las uvas mediante la hidrolisis acelerada en anoxia abre puertas a
nuevas investigaciones en el estudio de la influencia de diferentes factores que inciden

sobre las uvas.
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Anexo I11. Preevaluacion de la fermentacion rapida de mostos de uva
para el estudio de los aromas varietales derivados de hidrdlisis acida de

precursores

Dada la dificultad y coste asociados al uso de FFAs para la evaluacion de los aromas
varietales derivados de precursores, se planteé el interés de contar con un método de
preparacion de muestra alternativo. Dado que, durante la extraccion de la FFA, lo que se
elimina esencialmente son el azlcar y los aminoacidos contenidos en el mosto, y que una
manera alternativa de eliminar estos componentes es mediante fermentacion, se planted
la posibilidad de emplear una fermentacion rapida como sistema rapido de preparacion
de muestra para la evaluacion de la potencialidad aromatica de una uva por hidrolisis.
Esto permitiria evitar la preparacion de las mistelas, su desalcoholizacion, la extraccion
SPE y la propia reconstitucion, por lo que haria posible desarrollar procedimientos de

trabajo mucho mas rapidos, baratos y versatiles que los hasta ahora propuestos.

En esta primera aproximacion a esta propuesta, se busca, simplemente, determinar la
cantidad de levadura necesaria para llevar a cabo una fermentacion completa de mostos
de uva en un tiempo razonable (2-3 dias) y realizar una evaluacion preliminar del efecto
de la fermentacion rapida sobre los precursores aromaticos. Las condiciones prefijadas
para la fermentacién fueron: temperatura de 28°C, suplementacion del mosto de partida

con NH4" y un pH=3,5.

1. Cantidad de levadura a emplear
1.1 Experimental

Para la evaluacién de la cantidad de levadura se partié de un mosto comercial ecologico
(Lambda, Grupo Vichy Catalan, Espafia) que se compro en el supermercado. Este mosto
se suplement6 con 0,75 g/L de NH4* en formato de sal (NH4)2SOa4, se ajusto su pH a 3,5
y se midieron los grados Brix en un refractometro, que fueron de 15,6 para un grado de
alcohol probable de 8,65%. Posteriormente, se hicieron pruebas inoculando en cada caso
150 mL del mosto con 50, 250 y 500 g/hL de levadura Lalvin QA23TM (Saccharomyces

cerevisiae, Lallemand Bio, Barcelona) previamente activada segun lo indicado por el
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fabricante. Las fermentaciones se hicieron en agitacion constante de 200 rpm y en frascos

Pyrex de 250 mL con valvulas de Miiller en un incubador a 28°C.

1.2 Resultados

En la figura 1 se observa la evolucion de las fermentaciones en términos de azlcar
consumido. Una vez que el peso fue constante durante dos dias consecutivos se considerd

terminada la fermentacion.

Como se puede apreciar, la velocidad de fermentacion fue muy rapida en los tres casos.
A 500 g/hl, més del 95% del azucar habia sido metabolizado en el primer dia, a 250, casi
el 90%, y en el segundo dia la fermentacion estaba virtualmente completa en los tres
casos. Dadas las escasas diferencias entre 250 y 500, se decidio emplear 250 g/hL de
levadura en estudios subsiguientes.

Azucar (g/L) consumido en el tiempo

0 1 2 3

50g/hL 200 g/hL 500 g/hL

Fig.1 AzGcar consumido durante las fermentaciones con tres cantidades diferentes de

levadura inoculada en el mosto
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2. Evaluacién preliminar de la fermentacion rapida como preparacion de muestra

alternativa en el andlisis de aromas varietales derivados de precursores

2.1 Experimental

En este caso, y para poder comparar los resultados con el método actual de preparacién
de FFAs, se escogio una mistela de la variedad Tempranillo. Primeramente, 750 mL de
la mistela se desalcoholizaron, midiéndose en una probeta el volumen recuperado de
agua-etanol condensado en el baldn recolector del rotavapor. Este mismo volumen, pero
de agua conteniendo 0,75 g/L de NH4* se le afadié a la mistela ya desalcoholizada, de

forma que el volumen final fue de 750 mL, igual al de partida.

Este volumen de mistela desalcoholizada y reconstituida en agua se dividié en dos

fracciones:

1- Fraccion para fermentacion rapida (nuevo procedimiento)
2- Fraccion re-extraida a FFA, que, a su vez, se dividio en otras dos fracciones:
a. Reconstituida con azlcares y fermentada con el procedimiento anterior
(control de fermentacion).
b. Reconstituida con vino sintético (control global).

La forma especifica de operar fue la siguiente:

Para la fraccion de fermentacion rapida, se parti6 de 300 mL de la mistela
desalcoholizada. Esta tuvo 19° Brix (por medicion en un refractémetro), lo que equivale
a una concentracion de aproximadamente 183,5 g/L de azlcar y un Grado Alcohdlico
Potencial segun el rendimiento en alcohol (azlcares por 1% vol. alcohol) de 10,8% de
etanol al final de la fermentacion3. Estos 300 mL se dividieron en dos alicuotas de 150

mL, que se colocaron en dos fermentadores, para hacer la fermentacién por duplicado.

Para la obtencion de la FFA se reescald el método original de preparacion de FFAs

(descrito en el capitulo 2.1.2 del capitulo 1). Se parti6 igualmente de 300 mL de la mistela

3 Tablas consultadas en la web de Laffort en www.laffort.com. Fuentes: Grado Brix Traité d’cenologie
Tome 1, Ed 7, p374. Densidad OIV Recueil des meth. Internationales d’analyse des vins et des moits Ed.
2018. Grado Oechslé Traité d’ecenologie Tome 1, Ed 7, p374. Grado Baumé Traité d’cenologie Tome 1, Ed
7, p374. Azlcares (g/L) OIV Recueil des meth. Internationales d’analyse des vins et des mofits Ed. 2018.
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desalcoholizada, por cada uno de los controles, que se dividieron desde el comienzo en
dos alicuotas de 150 mL para tener dos réplicas por control. Cada alicuota fue extraida en
un cartucho de C18 conteniendo 2 g de relleno. La elucion se produjo con 20 mL de etanol

por cada réplica.

Para el control de fermentacion, las dos réplicas del mismo fueron llevadas a sequedad en
el rotavapor y se redisolvieron cada una en 150 mL de un mosto sintético conteniendo
0,75 g/L de NH4*, 183,5 g de azucar por la adicion de 91,75 g de fructosa y 91,75 g de
glucosa y un pH= 3,5. Una vez reconstituidos “los mostos de FFA” se comprobd que la
medida de grados Brix fuera correcta lo que resulté en una medida de 18,9°. Cada réplica

se colocé en un fermentador.

Todas las muestras fermentadas (las del nuevo procedimiento y los controles de
fermentacién) se fermentaron en las mismas condiciones: a 28°C en un incubador, en
agitacion constante de 200 rpm y con 250 g/hL, en cada fermentador, de levadura QA23,
previamente activada segun las recomendaciones del fabricante. Una vez terminadas las
fermentaciones se centrifugaron los fermentados a 1450 rpm durante 15 min y se reajusto
el pH a 3,5.

En el caso de los controles globales, las dos alicuotas de 20 mL de FFA, fueron
reconstituidas en vino sintético conteniendo 5 g/L y un pH = 3,5, hasta obtener 150 mL
de FFA reconstituida.

Las muestras del nuevo procedimiento y los contrales de fermentacién y global,
preparados como se indicd anteriormente, fueron sometidos a hidrélisis &cida y
analizados. Para ello las muestras se introdujeron en la cdmara de anoxia, donde se
envasaron por tipo de muestray réplica 2 viales de 20 mL (para el método de minoritarios
y trazas) y 2 viales de 10 mL (mercaptanos polifuncionales) dejando el minimo espacio
de cabeza. Los viales cerrados y separados por tipo de muestra y método de analisis de
aromas, se colocaron dentro de una bolsa de plastico termosellada (Coimbra Pack, S.L,
Zaragoza, Espafia), certificadas con permeabilidad al oxigeno (valor medio de 9 cm3/(m?-
dia). Luego, esta primera bolsa se coloco dentro de otra del mismo tipo y entre ellas se
afadio carbon activado con un eliminador de oxigeno (AnaeroGenTM de
ThermoScientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Luego en una estufa a 75°C

se colocaron las bolsas durante el tiempo correspondiente: 24h para los compuestos
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minoritarios y trazas y 96h para los mercaptanos polifuncionales. Una vez hidrolizadas

se almacenaron a 4°C hasta su analisis.

Se realizaron andlisis de aromas mayoritarios en las muestras a tiempo 0 de hidrdlisis, de
aromas minoritarios y trazas en las de 24 h de hidrolisis y de mercaptanos polifuncionales
tras 96 horas de andlisis. EI procedimiento de analisis de los compuestos mayoritarios es
el descrito en el apartado 2.4.1 del capitulo 3, mientras que el de compuestos minoritarios
y trazas aparece descrito en el apartado 2.3.1 del capitulo 1 y el de mercaptanos

polifuncionales en el apartado 2.3.2 del mismo capitulo.

2.2. Resultados

Tiempo de fermentacion

Como era de esperar la fermentacion de las dos réplicas bioldgicas de mistela
desalcoholizada tardd6 menos de 3 dias en terminar. Sin embargo, la fermentacién de las
réplicas del control de fermentacion se llevé 11 dias, lo que debe atribuirse a la pérdida
en el proceso de extraccion de la FFA de cationes metalicos y vitaminas hidrosolubles,

que no fueron reemplazadas durante la reconstitucion.

Evaluacién del aroma generado

Compuestos fermentativos

En el analisis de los compuestos fermentativos en ambos fermentados todos los
compuestos resultaron ser significativamente diferentes a excepcion de: acetato de etilo,
isobutanol, butanol, &cido acético, &cido butirico, decanoato de etilo, acido isovalérico,
metionol, alcohol bencilico y &cido decanoico. Quizas lo més remarcable son los niveles
muy superiores de acetaldehido y acetoina en la FFA, lo que se puede atribuir al mayor
tiempo que tardd la FFA en terminar de fermentar. En cualquier caso, las diferencias
observadas en estos componentes son esperables e irrelevantes desde el punto de vista de

este ensayo, ya que se trata fundamentalmente de compuestos de origen fermentativo.
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Tabla 2. Concentraciones promedio (mg/L) y desviaciones estandares (n=4) de los
aromas mayoritarios analizados. Resultados ANOVA de un factor.

Compuestos FFA fermentada | Mistela fermentada | p-valor
acetaldehido 76 £9.3 2.8 +0.55 7.9E-03
acetato de etilo 10.6 £0.29 13+£2 1.9E-01
propanoato de etilo 0.13+0.015 0.04 £0.0019 1.4E-02
diacetilo 0.056 + 0.0055 0.0206 + 0.00011 1.2E-02
butirato de etilo 0.0069 + 0.00087 0.024 £ 0.0038 2.4E-02
isobutanol 24 +0.22 22+1.3 2,40E-01
acetato de isoamilo 0.05+0.015 0.262 £ 0.0097 3.7E-03
butanol 0.3+0.051 0.27 +£0.011 6.1E-01
acetato de B-feniletilo* 7.4+051 62+25 1.0E-08
alcohol isoamilico 44+1.1 88+45 5.5E-03
hexanoato de etilo 0.027 £ 0.0041 0.069 £ 0.0086 2.5E-02
2-metilbutirato de etilo* 4.8 +0.36 6.7 £0.65 2.7E-03
isobutirato de etilo* 23+3.1 16+15 7.4E-03
acetoina 20.4 £ 0.68 0.28 £0.013 5.8E-04
lactato de etilo 0.33+0.028 0.834 £ 0.0039 1,.5E-03
octanoato de etilo n.d. 0.058 + 0.0073 7,.8E-03
acido acético 127 £ 11 142 + 26 5.2E-01
acido isobutirico 2.24 +£0.025 1.69 £ 0.055 6.0E-03
butirolactona 0.14 £ 0.021 1.44 £0.03 4.0E-04
acido butirico 0.61 £ 0.062 0.53 £ 0.057 3.6E-01
decanoato de etilo 0.042 £ 0.0089 0.02 £ 0.0025 7.4E-02
succinato de dietilo 0.81 +0.054 0.07 £0.015 2.8E-03
acido isovalérico 1.1+0.13 1.2+0.12 9.0E-01
metionol 0.017 +0.0034 0.22 £ 0.092 8.7E-02
acido hexanoico 0.73+£0.06 1.2 £0.068 1.8E-02
alcohol bencilico 0.083 £ 0.0019 0.0822 + 0.00073 5.1E-01
B-feniletanol 8.2+ 0.47 11.89 + 0.07 8.4E-03
acido octanoico 0.051 +0.0016 1.693 £ 0.0012 7.4E-07
acido decanoico 0.0167 £ 0.00026 0.3+0.22 2.0E-01

* Compuestos analizados por el método de minoritarios y trazas

Compuestos del aroma varietal (minoritarios, trazas y mercaptanos polifuncionales):

Los contenidos de estos aromas en la muestra obtenida con el nuevo procedimiento y en
los dos controles fueron analizados mediante un ANOVA y una prueba de Tukey, para

evaluar si existian diferencias significativas entre ellas. Para los compuestos en los que
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existian diferencias significativas entre los hidrolizados de cada fermentado y el control
global se calcul6 el incremento porcentual del aroma generado en el fermentado respecto
al generado en el control global. Los resultados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Concentraciones promedio (ug/L) y desviaciones estandares (n=4 para los fermentados y n=2 para la FFA)

de los aromas varietales analizados. Resultados ANOVA de un factor y prueba de Tukey. Diferentes letras significa
que pertenecen a grupos diferentes de la prueba de Tukey

control control de Nuevo % Incremento respecto
Compuestos global fermentacion | procedimiento _valor al control global*
P (extraidono | (extraidoy (no extraido y P Control Nuevo
fermentado) | fermentado) fermentado) ferment. proced.
. - 0.05+
cinamato de etilo 0.0077 b 2+0.34a 0.39+0.022 b 2.4E-05 3843
dihidrocinamato | nd.b 0278000992 | 1.6E-10
de etilo
leucato de etilo n.d. b n.d. b 86+0.32a 2.2E-10
y-nonalactona 801072711 333+0082a| 289+0.037h 2 1E-10 1782 1533
masoia lactona | 2% 9071 | 0.97+0.028b | 085:0032¢ 1.8E-10 66,6 -705
B-damascenona | 0.44+0.02a | 0.33+0.03b | 0.26+0.018¢ 2.2E-04 -24,0 -40,1
B-ionona 45+0.23 3+16 3+13 4.6E-01
Riesling acetal 53+£0.32b | 6.9+£0.73a 6.2+0.18 ab 0.01953 31
o 0.121 + 0.125+
6xido de rosa 00074 0.0037 0.124 + 0.0057 6.7E-01
TDN 6.2+0.21b 12+28a 14+23a 2.0E-02 99 121
. 0.236 £
vitispiranos 0.0099 0.32 £ 0.057 0.31+£0.035 1.4E-01
a-terpineol n.d. b 1.14+0.048a | 1.07+0.029a 9.3E-08 236 217
B-citronelol 9.6+044c 26+11a 22+2.7h 7.2E-05 172 129
dihidromircenol 0.22 J‘;O'OZS 0.21+0.039a 0.15+0.01b 1.8E-02 -34
geraniol 249 §b0-084 28+02a 23+£0.11b 5.4E-03
. 0.422 +
linalol 0.0072 ¢ 14+0.18a 09+0.12b 2.4E-04 233 113
oOxido de linalol | 1.19 +0.057 1.5+0.19 1.42 +0.091 5.6E-02
nerol 02520085 | 0390033 | 02440027b 1.6E-03 54
limoneno 14.9 + 0.66 14.9 +£0.32 14 +0.85 1.7E-01
acetovainillona | 6.8+0.42c | 22.7+0.65a 153+0.15b 5.2E-09 236 127
siringaldehido 119+22a 45+6b 32+46¢C 5.6E-07 -62 -73
vainillina 13+0.18a 9+0.34c 10.7+0.81b 2.7E-04 -31 -18
4-vinilguaiacol 521 ico'ml 85+045b 128+ 0.54a 6.7E-07 63 146
4-vinilfenol 31.3+0.23b | 23.1+0.86¢C 84+17a 9.6E-11 -26 169
. 0.0407 £ 0.231+
4-etilfenol 0.00075 ¢ 0.0052 a 0.072 £ 0.0035 b 2.0E-10 466 76
0.245 +
eugenol 0.0099 ¢ 0.54+0.033a| 0.33+0.011b 2.1E-06 122 36
guaiacol 6.9 10'037 52+041b 45+0.13¢ 7.3E-05 -25 -35
0.085 + 0.108 +
m-cresol 0.0039 b 0.0028 a 0.067 +0.0031 ¢ 1.2E-06 27 -20
metoxieugenol 753 10'074 74+044a 6+£0.28b 9.4E-04 -21
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Tabla 1. Concentraciones promedio (ug/L) y desviaciones estandares (n=4 para los fermentados y n=2 para la FFA)
de los aromas varietales analizados. Resultados ANOVA de un factor y prueba de Tukey. Diferentes letras significa
que pertenecen a grupos diferentes de la prueba de Tukey

control control de Nuevo % Incremento respecto
Compuestos global fermentaciéon | procedimiento _valor al control global*
P (extraidono | (extraidoy (no extraido y P Control Nuevo
fermentado) | fermentado) fermentado) ferment. proced.
0.424 0.514 £+ 0.009
o-cresol 0.0022 b a 0.188+0.008 ¢ 3.6E-10 21 -56
syringol 116'6; 024 | gg+31b 77+15¢ 6.1E-07 -25 -34
isoeugenol 4.76 £ 0.085 4.6+0.12 4.8+0.27 3.1E-01
furfuritiol 56+0.32Db 54+05b 78+0.28a 1.4E-04 38
4-mercapto-4-
metil-2- 206 =24 208 + 44 274 + 42 1.0E-01
pentanona
acetato de 3-
mercaptohexilo 6+1.2 8§+x11 826 4.4E-01
3 1250+24b | 2262+74a | 965+17c 8.8E-09 83 23
mercaptohexanol

*Porcentaje de incremento respecto a la FFA control de los aromas con diferencias significativas entre la FFA
control y el fermentado.

Como puede verse, la muestra obtenida con el nuevo procedimiento contiene todos los
aromas varietales, lo que indica que el procedimiento de fermentacidén rapida no
metaboliza o absorbe los precursores aromaticos, lo que a priori, posibilita su uso como
procedimiento para preparacion de muestras para el analisis de precursores de aromas

varietales.

De hecho, tan solo se registran contenidos significativamente inferiores en algunos
aromas varietales, como son la massoia lactona, la p-damascenona, el dihidromircenol,
y 3-
mercaptohexanol. Varios de estos resultados ya eran esperados, ya que en estudios

siringaldehido, vainillina, guaiacol, cresoles, metoxieugenol, siringol

previos se ha demostrado que la levadura degrada o metaboliza parte de los precursores
de algunos de estos componentes “. Este es el caso de la massoia lactona, que ya se conoce

desde hace tiempo que es reducida durante la fermentacién (otra ref PONS), pero también

el del siringaldehido, vainillina, guaiacol, cresoles e incluso 3-mercaptohexanol.

4 Denat, M., Pérez, D., Heras, J. M., Sdenz-Navajas, M. P., & Ferreira, V. (2021). Impact of two yeast
strains on Tempranillo red wine aroma profiles throughout accelerated ageing. OENO One, 55(4), Article
4. https://doi.org/10.20870/0eno-one.2021.55.4.4732
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El comportamiento del 3-mercaptohexanol es complejo. En la FFA fermentada se genera
un 82,5 % mas que en la FFA control, lo que sugiere que la fermentacion tiene un efecto
sobre sus precursores, lo cual ya es conocido. Sin embargo, en la mistela fermentada se
genera un 22,8 % menos que en la FFA control. Esto podria sugerir que, dado que en la
preparacion de la FFA se eliminan principalmente metales y aminoacidos, estos podrian
tener un efecto sobre la hidrolisis de estos precursores, quizas por ello tanto en la FFA
fermentada como en la FFA control, los niveles son superiores frente a la mistela

fermentada.

No obstante, teniendo en cuenta que, ademas, los componentes que se encuentran en
concentraciones significativamente menores a los de la muestra obtenida por
fermentacion rapida, estan presentes en cantidades bastante cercanas al control global
(FFA control), al menos en términos relativos, puede considerarse que, de manera
preliminar, la fermentacion rapida empleando cantidades altas de levadura y de amonio,
puede resultar una estrategia competitiva para el estudio de la potencialidad aromatica de

la uva de vinificacion.
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Anexo IV. Perfiles de intensidad en las fracciones sin hidrolizar del
analisis UHPLC-MS de los potenciales precursores identificados en el

capitulo 4.

En este anexo aparecen reflejados los perfiles de intensidad de cada uno de los
potenciales precursores identificados en las fracciones sin hidrolizar del anélisis
UHPLC-MS, por zonas de aromas.

Zona 1

4 quaiacal-hexose
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o
604 FRACCION 1431 3915

Intensity
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9]
FRACCION 1-7_6.1.3918

0 a
FRACCION 1-2.1.1.3913 FRACCION 1-7-5_71.33
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Perfil de intensidad del precursor guaiacol-hexosa (no.1)
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Intensity

Intensity
o
)

[
FRACCION 1-2_11_3913

¢
FRACOON 1-32.1.3914

4-methylguaiacel-hexose

9]
FRACCION 1-4_3_

¢
FRACOON 1-5.4.1.3816

]
FRACCION 1-6.5.1.3%17

FRACOON1-7.6.1.3918 &
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor 4-etilguaiacol-hexosa (no.2)

hexose-dihydro-monoterpene-tetraol

&)
FRACCION 1—4_36_3915
FRACCION 1-5_4_1.3916

9]
FRACCION 1-3_2.1 3914

O
FRACCION 1-6_5_1_3917

0
FRACCION 1-7_6_1_3918

9
FRACCION

o
FRACCION 1-2 1 1 3913
LI N e e e e

Perfil de intensidad del precursor dihidro-monoterpen-tetraol-hexosa (no.3)

246




Anexo 1V

Intensity

Intensity

4 4-methylguaiacol-pentose-hexose

FRACCION 1-7_6_1 _39%8

Perfil de intensidad del precursor 4-metilguaiacol-pentosa-hexosa (no.4)

34 guaiacol-pentose-pentose
o)
FRACCION 1-2_1_1_3913

6.0
® &
1 FRACCION 1-3_2_1_3914

©
FRACCION 1-5_4_1_3916

@ O
FRACCION 1-7_6_1_3918

0]
FRACCION 1-6 5 1 3917
T T T

Perfil de intensidad del precursor guaiacol-pentosa-pentosa (no.5)

247




Anexo IV

4 4-ethylguaiacol-hexose-hexose-hexose

4]
FRACCION 1-2.1.1.3913

¢
FRACCION 1-3_2_13914

Intensity
.

0
FRACCION 1-4 3 1.3915

025 4

00

Y o8 } @ }
FRACAON 1-6 5 1 3917 FRACCION1-7 6 13918 FRACCION 1-7-
— T

Perfil de intensidad del precursor 4-etilguaiacol-hexosa-hexosa-hexosa (no.6)

5 pentose-hexose-norisoprenoid-group 4

] o
354 FRACCION 1-3 2.1 3914

Y]
| FRACCION 1-4.3_1.3915

o o
FRACCION 1-5 4 1 3916

Intensity
ro
=

1

ol
154 FRACOON 1-6.5.1 3917 ®racon

]
FRACCION 1-7-

_ o
05 FRACCION 1-2_

Perfil de intensidad del precursor norisoprenoide grupo 4-pentosa-hexosa (no.7)

248




Anexo 1V

Intensity

Intensity

x10 7

1.75

0.25

0.0

)
FRACCION 1-2_1.1.3913
Q
i FRACCION 1-3 2 1 3914

o
FRACCION 1-4_3_1_3915

O O
FRACCION 1-5 4 1 3916

9]
FRACCION 1-7_6_1_3918

guaiacol-pentose

o
FRACCION

Perfil de intensidad del precursor guaiacol-pentosa (no.8)

354

O A N q Sran
FRACCION 1-2 113913

@ -
FRACCION 1-3 2.1 3914

o
FRACCION 1-4 3.1 3815

o
FRACCION 1-5.4.1.3916

8]
FRACOON1-6.5_

Q
FRACCION 1-7 6,

hexose-norisoprenoid group 4

Y
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor norisoprenoide grupo 4-hexosa (no.9)

249



Anexo IV

5 linalool oxide-pentose-hexose 1
0
175 4 FRACCION 1-4 313915

¢
FRACCION 1-3.2 13914 OFF;-‘./,U‘::H 1-54 13915

125 4
0
FRACCION 1-6 5 1 3917

=
1

FRACCION 1-7.6.1.3918

Intensity

¢
075 4 FRACCION 1-7-
05

025

1 9]
00 FRACCION 1-2.1.1 3913

Perfil de intensidad del precursor 6xido de linalool-pentosa-hexosa 1 (no.10)

104 | Riesling acetal-pentose-hexose
X

w

)
8.0 FRACCION 1-4_3_1_391

[Cel
[=)}

70 J FRACCION 1-5_4_1_391

6.0 4

5.0 4 _O
FRACCION 1-7_6_1_3918

Intensity
L

40 - ®

FRACCION
30 4
20 4

1.0 4

0.0

Perfil de intensidad del precursor Riesling acetal-pentosa-hexosa (no.11)

250



Anexo 1V

Intensity

47 norisoprenaid group 4-hexose-deoxyhexose

30 e
0 5 FRACOON 1-6_5_139 e
] FRACCION 1-7 6

&
1 FRACCION 1-7-

o
FRACCION 1-3.2.1.3914

)
FRACCION 1-4 3

0 A EEIAR A 4 4 3049
FRACCION -2 113913 o
FRACCION 1-5.4.1.3916

Perfil de intensidad del precursor norisoprenoide grupo 4-hexosa-deoxihexosa(no.12)

Intensity

08

04

03

0
12 4 FRACCION 1-3.2.1 3914
1 [
. FRACCION 1-2.1.1 3913

07 4

0
06 FRACCION 1-7_6_1.3918
054

02

00 4

linalool oxide-pentose-hexose 2

3]
FRACCION 1-4.3_1.3915

4]
FRACCION 1-5. 4

¢ .
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor 6xido de linalool-pentosa-hexosa 2 (no.13)

251



Anexo IV

Intensity

Intensity

Riesling acetal-hexose-deoxyhexose

]
FRACCION 1-3_2@ 3914

9]
FRACCION 1-2_1_1_3913

o]
- FRACCION 1-5_4_1.3916

O
FRACCION 1-6_5_1_3917

0
FRACCION 1-7_6_1_3918

Q
FRACCION

Perfil de intensidad del precursor Riesling acetal-hexosa-deoxihexosa (no.14)

0
FRACCION 1-3 2.1 39

14

Riesling acetal-hexose 1

o]
FRACCION 1-4_3 1.3915

0 ]
FRACCION 1-5 4.1 3916

0
FRACCION 1-6.5.1.3917

0 :
FRACCION 1-7.6.1.3916

¢
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor Riesling acetal-hexosa 1 (no.15)

252




Anexo IV

Intensity

Intensity

x10™ 7]
225

2.0

175 4

1.5

1.25 4

1.0 4

075

0.5

025 4

0.0

monoterpene triol-pentose-hexose

w

FRACCION 1-4.3_1_391

(=a]
)
]
i
-]
=

J
o
o
O
[O0

0
FRACCION 1 1 1 20— ERACQION 15 4 1 391

Perfil de intensidad del precursor monoterpentriol-pentosa-hexosa (no.16)

50

404

20

00 4

g
FRACCION 1-2.1.1.3913

monaterpentriol-hexose-deoxyhexase

¢
FRACCION 1-32 13914

]
FRACCION 1-4.3.1.3915

]
FRACCION 1-54 1 3916
0
FRACCION 1-6_5_13917
Q
FRACCION 1-7_6_1.3918

4
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor monoterpentriol-hexosa-deoxihexosa (no.17)

253



Anexo IV

Intensity

Intensity

025 4

0.0 1

pentose-hexose-dihydro-monoterpene-diol

0
o FRACCION 1-5.4.7.3916
ACCION 1-4.3_1.3915
. FRACCION 1-4.3_1.391
FRACCION 1-3.2.1 3914

FRACCION 1-7_6_1_3918

AN 10 0
FRACCION 1-2_1.1.3913 FRACCION

Perfil de intensidad del precursor dihidro-monoterpendiol-pentosa-hexosa (no.18)

05 4

00 4

linalool oxide-pentose-hexose 3

FRACCION 1-3.2.13914

O .
FRACCION 1-4.3_1.3915

2
FRACCION 1-2.1.1.3913
o ;
FRACCION 1-5.4.1 3916

O
FRACCION 1-6.5.1.3917
0
FRACCION1-7 6.1 391

¢
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor 6xido de linalool-pentosa-hexosa 3 (no.19)

254




Anexo IV

Intensity

Intensity

5 Riesling acetal-hexose 2

¢
FRACCION 1-3.2 1 3914

Q
G ACCION 1-4 3 1 3015
w4 racaoni2 11 3em FRACCIONT-2.3.1.3978

=
==
1

@
FRACCION 1-5.4.1 3916

=
=
1

0]
04 4 FRACCION 1-6.5.1 3917
02 FRACCION 1-7_6.1.3918
0
FRACCION 1-7-
00 -

Perfil de intensidad del precursor Riesling acetal-hexosa 2 (no.20)

47 linalool oxide-pentose-hexose 4

o
FRACON 1-6.5 13917
70

60 4
)

FRACCION1-7 6.1 391
504

404

A O
30 4 FRACCION 1-7-

¢
4313915 FRACCION1-54

¢
2113913 FRACCION 1-3 2 6

Perfil de intensidad del precursor 6xido de linalool-pentosa-hexosa 4 (no.21)

255



Anexo IV

Intensity

Intensity

103 guaiacol-pentose-deoxyhexose
¥10° -

o
1 FRACCION 1-2_1.1.3913
5.0 4
&)
FRACCION 1-3_2_1_3914

4.0 4 o
FRACCION 1-4_3_1_3915
3.0

n} 0
2.0 4 FRACCION 1-5_4 13916

o]
FRACCION

FRACCION 1-7 6 1 3918
L B e e B e

Perfil de intensidad del precursor guaiacol-pentosa-deoxihexosa (no.22)

0 -
1 RRACCON12.113913

o
FRACCION 1-3 2.1 3914

0
FRACCION 1-4 3

o
FRACCION 1-5 4 1 3916
Y]
" FRACCION 1-6_5_1.3817

]
FRACCION 1-7.6.1.3918
)
FRACCION 1-7-

5 4-vinylphenal-hexose-deoxyhexose

Perfil de intensidad del precursor 4-vinilfenol-hexosa-deoxihexosa (no.23)

256




Anexo 1V

Intensity

Intensity

o
wn
1

=
1 L

0.75
054
025

00 4

hydraxydtronellol - pentose-hexose

o
FRACCION 1-2.1.1 3913

]
FRACCION 1-3.2.13914

ACClON -4 3 13015 @
FRACCION1-4.3.1.3915 " con cjon 15,4 1 3915

0
FRACCION 1-6.5 13017

Q
FRACCION1-7_6.1.3918

]
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor hidroxicitronelol-pentosa-hexosa (no.24)

25

20

05

00

linalool oxide-pentose-hexose 5
FRACCION 1-3.2 1 3914

]
FRACCION 1-4.3.1.3915

o
FRACCION 1-5.4.1 3916

0
FRACAON 1-6_51.3917 GFF_"A[[IGH 17 6 13918

@
FRACCION 1-7-

0
—RACCIONT 2 113913

Perfil de intensidad del precursor 6xido de linalool-pentosa-hexosa 5 (no.25)

257



Anexo IV

Intensity

Intensity

a0’
09 4

08 4

07 4

064

05 4

04 4

03 4

02 4

01 4

00 4

0 .8
FRACCION 1-3.2.1 3814

0 i
FRACCION 1-2.1.1.3913

norisprencid group 2 - pentose-hexase

Q
FRACCION 1541 3316

0
FRACCION 1-6.5_1 3317
FRACCION 17 6.1.3918

o]
FRACCION 1-7-5 7

Perfil de intensidad del precursor norisoprenoide grupo 2-pentosa-hexosa (no.26)

0

14

L
FRACCION 1-2.1.1.3913
04

02 4

004

o
FRACCION 1-3.2.1.3914

a
FRACCION 1-4 3.1.3915

norisprenoid group 1 - pentose-hexose

Y o
FRACCION 1-5.4.1.3916

o .
FRACOON 1-6.5

]
FRACCION 1-7.6_

)
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor norisoprenoide grupo 1-pentosa-hexosa (no.27)

258




Anexo 1V

Intensity

Intensity

x10

30

25

o
=
1

05 4

004

)
FRACCION 1-2.1.1.3913

o
FRACCION 1-3.2.1.3914

Q@
FRACCION 1-4

e i
FRACCION 1-5.4.1.3916

norisprenaid group 1 - hexose

@
FRACCION 1-6.5.

0
FRACCION 1-7 6

0
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor norisoprenoide grupo 1-hexosa (no.28)

02

00

4]
FRACCION 1-2.1.13913

¢
FRACCION 1-3.2 1 3914

e
FRACCION 1-4.3.1.3915

0
FRACCION 1-5.4.1 3916

linalool-hexose-hexose

&
FRACOION 1-6.5.1 3917
FRACCION1-7 6.

@
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor linalool-hexosa-hexosa (no.29)

259



Anexo IV

20

Intensity

05

00 4

]
AN 12 11397

linalool-pentose-hexose 1

O
FRACCION 1-3.2.13914

o
FRACCION 1-4.3 13915

o
FRACCION 1-5.4 1 3916

0
FRACAON 1-6.5_1 3917
0
FRACCION 1-7_6.1.3918

o .
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor linalool-pentosa-hexosa 1(no.30)

Intensity

075 4

05 4

025

00

g
FRACCION 1-2.1.1.3913

linaloal-pentose-hexose 2

0
FRACCION 1-3.2 13914

) o o 0 0
—ERACION'1-2 3 3016 FRACCONT.5¢ 13915 FRACOON 1651 3017 FRACCION'1.T 613918 FRACCION 172

Perfil de intensidad del precursor linalool-pentosa-hexosa 2 (no.31)

260



Anexo 1V

Intensity

Intensity

7]
% |
05 4
04
03]

02

00 4

]
FRACCION 1-2_1.1 3913

o
FRACCION 1-3.2.13914

linalool-hexose-deoxyhexose

0
FRACCION 1-4_3 1.3915

6o
FRACCION 1-5.4 13916 )
FRACAON 16513917 g

FRACCION 1-7 6.1391 @ )
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor linalool-hexosa-deoxihexosa (no.32)

50 4

40

20

00

@
FRACCION 1-2.1 1 3913

)
FRACCION 1-3.2.1.3914

linalool-pentose-hexose 3

Q )
FRACCION 1-4.3.1.3915

0
FRACCION 1-5.4.1 3916

0
FRACCION 1-6 5 1 3917

0
FRACCION1-7_5.1.3916
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor linalool-pentosa-hexosa 3 (no.33)

261



Anexo IV

Intensity

Intensity

¢
804 FRACCION 1-3.2 1 3914

0
1 FRACCION 1-4_3 1.3915

]
FRACCION 1-54 1

&
4] ACCON 1-6 5 1 3017
20+ FRACCION 1-2.1.1.3913 FRACION 16.5.1.3517

3]
FRACCION 1-7 6.

linaloal-pentose-hexose 4

o
FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor linalool-pentosa-hexosa 4 (no.34)

4]
FRACCION 1-2.1.1 3913

Y
50 4 FRACCION 1-3_2 13914

0
304 FRACCION 1-4.3_1.3915

FRACCION 1-5 4 1 3916

)
101 FRACCION 1-6 5.1 3917

0
FRACCION 1-7_6.1.3918

geranic acid - hexose-deoxyhexose

Perfil de intensidad del precursor acido gerdnico-hexosa-deoxihexosa (no.35)

262



Anexo IV

Intensity

Intensity

08 -
07 -
06 -
05 -
04 -
03 -

02

00

o
FRACCION 1-2.1.1 3913

O
FRACCION 1-3.2.1.3914

O .
FRACCION 1-4.3_1.3915

8 ]
FRACCION 1-5.4

0
FRACON 1-6_

51,3917

geranic acid - pentose-hexose

4]
FRACCION 1-7_6.1.3918

FRACCION 1-7-

Perfil de intensidad del precursor acido geranico-pentosa-hexosa (no.36)

Zona 2

x10
1.5 4

1.25

0.25

0.0 4

-0.25 4

cinnamic acid - deoxyhexose-hexose-pentose 1

FRACCION 2-7-5_8 1_3920

FRACCION 3-6_10_1_3922

Perfil de intensidad del precursor 4cido cindmico-deoxihexosa-hexosa-pentosa 1

(no.37)

263



Anexo IV

3
X107

3.5 4

Intensity
no
o
1

FRACCION 3-5

cinnamic acid - hexose-hexase 1

FRACCION 3-6 10 1 3

Perfil de intensidad del precursor acido cinamico-hexosa-hexosa 1 (no.38)

Intensity

cinnamic acid - pentose-deoxyhexose 1

Perfil de intensidad del precursor acido cinamico-pentosa-deoxihexosa 1 (no.39)

264




Anexo IV

cinnamic acid - deoxyhexose-hexose-pentose 2

FRACCION 3-6.10_1.3922

Intensity

0.2 4

00 4 )

Perfil de intensidad del precursor acido cindmico-deoxihexosa-hexosa-pentosa 2 (n0.40)

» 03 T cinnamic acid - deoxyhexose-hexase-pentose 3

Intensity

Perfil de intensidad del precursor dcido cinamico-deoxihexosa-hexosa-pentosa 3 (no.41)

265



Anexo IV

103 1 cinnamic acid - hexose-hexose-hexose
X

3.0 4 -
FRACCION 3-5_9_1_3921

FRACCION 3-6_10_1_3922
2.5 4

Intensity

0.5 4

00 4 )

Perfil de intensidad del precursor dcido cindmico-hexosa-hexosa-hexosa (no.42)

cinnamic acid - hexose-hexase 2

FRACCION 3-59_1_3921

FRACCION 3-6_10_1.3922

Intensity
ro
o
1

0.0 @

FRACCION 2-7-5 8 1 3920
——

Perfil de intensidad del precursor acido cindmico-hexosa-hexosa 2 (no.43)

266



Anexo IV

Intensity

Intensity

3 cinnamic acid - pentose-pentose 1

X107
1.1 4 o

1.0 4 OFF.Q(C ON 3-6
09 4
08
0.7
0.6
05
04 4
03 4
0.2 4

0.1 4

00 4 )

Perfil de intensidad del precursor dcido cindmico-pentosa-pentosa 1 (no.44)

x10° 4
13 o
12 4 R 5]

144
104
09 ]
08
07 4
06
05 4
04
03 ]
02 4
0.1
004 o

cinnamic acid - pentose-deoxyhexose 2

Perfil de intensidad del precursor acido cindmico-pentosa-deoxihexosa 2 (no.45)

267



Anexo IV

3 cinnamic acid - pentose-pentose 2

-
=]
T
o
=
[3%)
a
=
Y
(3%}
)
RO
ro

Intensity
L

Perfil de intensidad del precursor dcido cindmico-pentosa-pentosa 2 (no.46)

Zona 3

o-/m-cresal-pentose

] 0
12 FRACCICN ULTIMA 2 19 1 3937

3]
FRACCION ULTIMA3 2013936

Intensity

4]
FRACOON 7-7 18_1_393
B —

Perfil de intensidad del precursor o-/m-cresol-pentosa (no.47)

268




Anexo 1V

Intensity

Intensity

o -
FRACCION 7-7.18 13936

0
FRACCION ULTIMA 2191 3937

o-/m-cresol-deosyhexose 1

4
FRACAON ULTIMA3

Perfil de intensidad del precursor o-/m-cresol-deoxihexosa 1 (n0.48)

4]
FRACCION7-7.18.1.3036

0
FRACCION 7-6. 171 3935

a
FRACOON ULTIMA2 19 1 3937

o-/m-cresol-deoxyhexose 2

]
FRACTON ULTIMA 3 20.1.3938

Perfil de intensidad del precursor o-/m-cresol-deoxihexosa 2 (no.49)

269



	TUZ_2767_Sanchez_estudios.pdf
	2767_Sánchez Acevedo TESIS
	Presentación y estructura de la tesis
	Introducción
	1. El aroma del vino
	1.1 El aroma varietal

	2. Precursores específicos en las uvas
	2.1 Precursores cisteínicos, glutatiónicos y otros específicos de tioles varietales
	2.2 Precursores glicosídicos
	2.3 Determinación y análisis de precursores glicosídicos
	2.3.1 Determinación indirecta
	2.3.2 Determinación directa


	3. Referencias

	Capítulo 1. Cinética de formación de aromas a partir de sus precursores presentes en las uvas
	1. Introducción
	2. Materiales y métodos
	2.1. Muestras de uvas
	2.1.1. Preparación de mistelas
	2.1.2 Fracciones fenólicas aromáticas (FFAs)

	2.2. Hidrólisis ácida en anoxia a tres temperaturas
	2.3. Cuantificación del aroma liberado por hidrólisis ácida
	2.3.1. Análisis de compuestos volátiles minoritarios y trazas mediante GC-MS
	2.3.2. Análisis de mercaptanos polifuncionales mediante UHPLC-QqQ-MS

	2.4. Algunas consideraciones teóricas. Modelos cinéticos de primer orden para interpretar gráficos experimentales de concentración vs. tiempo
	2.4.1. Moléculas de aroma estables
	2.4.2. Moléculas de aroma inestables


	3. Resultados
	3.1. Evolución de compuestos de aroma a tres temperaturas diferentes
	3.1.1. Moléculas de aroma lábiles (kd grande) derivadas de moléculas precursoras lábiles (kh grande)
	3.1.2. Moléculas de aroma estables (kd pequeña) derivadas de moléculas precursoras lábiles (kh grande)
	3.1.3. Moléculas de aroma estables (kd pequeña) derivadas de moléculas precursoras bastante estables (kh pequeña)
	a) Moléculas de aroma estables (kd pequeña) derivadas de moléculas precursoras estables (kh pequeña) con pequeños efectos de la temperatura
	b) Moléculas de aroma estables (kd pequeña) derivadas de moléculas precursoras estables (kh pequeña) con efectos moderados de temperatura
	c) Moléculas de aroma estables (kd pequeña) derivadas de moléculas precursoras estables (kh pequeña) con efecto extremo de la temperatura



	4. Conclusiones
	5. Referencias

	Capítulo 2. Evaluación de la hidrólisis ácida acelerada a 75ºC como método para la predicción del aroma potencial en uvas Garnacha y Tempranillo
	1. Introducción
	2. Materiales y métodos
	2.1 Muestras de uvas
	2.2 Preparación de mistelas y sus respectivas Fracciones Fenólicas y Aromáticas (FFAs)
	2.3. Hidrólisis ácida en anoxia
	2.4. Cuantificación del aroma liberado por hidrólisis ácida

	3. Resultados
	3.1. ¿Puede la hidrólisis acelerada a 75ºC predecir el potencial aromático de la uva?
	3.1.1 Diferencias varietales y de hidrólisis. Análisis de componentes principales (PCA)
	3.1.2. Correlación entre la hidrólisis acelerada y lenta


	4. Conclusiones
	5. Referencias

	Capítulo 3. Evaluación de un procedimiento de fermentación rápida para la preparación de muestra en estudios del aroma varietal producido por hidrólisis ácida de precursores aromáticos
	1. Introducción
	2. Materiales y métodos
	2.1 Preparación de muestras
	2.1.1. Preparación de mistela desalcoholizada
	2.1.2 Extracción de la Fracción Fenólica Aromática (FFA)

	2.2 Fermentaciones
	Condiciones fermentación estándar
	Condiciones fermentación rápida

	2.3 Envejecimiento acelerado mediante hidrólisis ácida en anoxia
	2.4 Evaluación del aroma generado en la fermentación y luego por hidrólisis ácida
	2.4.1 Cuantificación de compuestos mayoritarios
	2.4.2 Cuantificación de compuestos minoritarios y trazas
	2.4.3 Cuantificación de mercaptanos polifuncionales


	3. Resultados
	3.1 Evaluación del aroma generado por hidrólisis ácida de fermentados y FFAs reconstituidas
	3.1.1 Aromas varietales
	3.1.2. Estudio de los aromas mayoritarios


	4. Conclusiones
	5. Referencias

	Capítulo 4. Fraccionamiento semipreparativo para el aislamiento y caracterización de precursores aromáticos
	1. Introducción
	2. Materiales y métodos
	2.1 Preparación de muestras
	2.1.1 Mistelas
	2.1.2 Fracciones fenólicas aromáticas (FFAs)

	2.2 Fraccionamiento
	2.2.1 Fraccionamiento en Toyopearl
	2.2.2 Fraccionamiento en gel de sílice
	2.2.2.1 Selección por aroma de fracciones del gel de sílice
	2.2.2.2 Análisis cualitativo SPME-GC-MS de las fracciones seleccionadas por aroma en el gel de sílice


	2.3 Análisis UHPLC-QTOF-MS de las fracciones sin hidrolizar seleccionadas en el análisis SPME-GC-MS

	3. Resultados
	3.1 Fraccionamiento con el gel Toyopearl
	3.2 Fraccionamiento en columna de sílica de la F1
	3.2.1 Análisis SPME-GC-MS

	3.3 Análisis UHPLC-QTOF-MS/MS
	3.3.1 Identificación de posibles precursores del aroma


	4. Conclusiones
	5. Referencias

	Capítulo 5. Variabilidad aromática intervarietal como herramienta para la identificación de precursores glicosídicos del aroma en uvas mediante estrategias metabolómicas
	1. Introducción
	2. Materiales y Métodos
	2.1 Preparación de muestras
	2.2 Fermentación rápida
	2.3 Evaluación del aroma
	2.3.1 Envejecimiento acelerado mediante hidrólisis ácida en anoxia
	2.3.2 Cuantificación de aromas trazas y minoritarios
	2.3.3 Cuantificación de mercaptanos polifuncionales

	2.4 Análisis SPE-UHPLC-QTOF-MS de los vinos recién fermentados

	3. Resultados
	3.1 Variabilidad aromática asociada a la variedad de uva y al tiempo de hidrólisis
	3.1.1 Estudio de la diversidad aromática de las distintas variedades

	3.2 Análisis UHPLC-MS de los vinos jóvenes
	3.2.1 Tratamiento y selección de los features detectados
	3.2.2 Identificación de posibles precursores del aroma


	4. Conclusiones
	5. Referencias

	Conclusiones generales
	Anexos
	Anexo I. Material suplementario sobre los métodos analíticos empleados
	Anexo II. Aplicación de la metodología de hidrólisis acelerada para la predicción del aroma potencial en uvas de Garnacha. Estudio del impacto de la edad del viñedo y el deshojado en este potencial aromático.
	Anexo III. Preevaluación de la fermentación rápida de mostos de uva para el estudio de los aromas varietales derivados de hidrólisis ácida de precursores
	Anexo IV. Perfiles de intensidad en las fracciones sin hidrolizar del análisis UHPLC-MS de los potenciales precursores identificados en el capítulo 4.



