ias  Universidad
I Zaragoza

<1 33e

Laboratorio de Andlisis
de Aroma y Enologia

Trabajo Fin de Grado

Evaluacion directa de fracciones purificadas de
polisulfuros precursores de H,S y metanotiol:
reduccion quimica y extraccion en fase solida.

Autor:

Juan Carlos Serrano Cortés

Directores:

Vicente Ferreira Gonzalez

Susana Ainsa Zazurca

Departamento de Quimica Analitica

Universidad de Zaragoza

2024




INDICE

INDICE DE ABREVIATURAS ......ecevvneeeeeeeennaeneeeeernnnaeeseeeemmeessnsssssssssnmns 3
RESUMEN...cciiiiuiiiiiiniiiiisetisssnstessssstossssssossssssssssssossssssssssssssssssssssnaioses 4
ABSTRACT .......uuuneeeiiiiiiiiiassstiieetsessnssstteesssssssssssscssssssssssssssssssssnssssiiens 4
1. INTRODUCCION ..uuttireeureerrernreeeaenneeeeessssseessssssessssssssesssssssnnesssssssneees 5
1.1 VSCs Y DEFECTO DE REDUCCION DEL VINO .cuuvvunirenirnierneernernneeneennnes 5
1.2 FORMAS DE H.S Y MERCAPTANOS LIGEROS.....ciiieiiieiieetieatscaronacosnscnnss 5
1.3 ORIGEN DEL PROBLEMA ....cuieeiiiiiiiiieetieeeereanateansennsensannsansannsannsannes 6
1.4 ESTRATEGIAS DE REMEDIACION ...cvuuiitiieniiinereeeieerneerneerneernneenneennes 7
1.5 METODOS DE ANALISIS DE LA FRACCION DE PRECURSORES................ 8
2. OBJIETIVOS. . uiiiiiiiiiieieiieietetniersesaseseressssasasssssessssssasasessssssssssssessssasass 9
3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL c.utietititieeeieeeeeereaceencenccencesencenes 9
3.1 DISOLVENTES Y REACTIVOS. ..ceeiiiiieiiieetieetieetaectensesaseanscnnseansennssansans 9
3.2 MUESTRAS ESTUDIADAS. ...citiiieiteetiesisatsestssascssssssscsssssssssssssssssssssssses 9
3.3 ANALISIS CROMATOGRAFICO ...cccvvvuuneeereeerennnneeeseeeennnnseeseeessennnnsnns 10
331 ANALISISAEl SO2 TDIE..ccieiiiiiiiiiee et 10
K I A\ P T 1o ] BT @ (0] - | 11
3.3.3  Analisis de las formas totales (libres, complejasy oxidadas) .........ccccevevevevinerennennnnnn. 11
3.4 OPTIMIZACION DE UN METODO PARA LA REDUCCION QUIMICA DE LOS
PRECURSORES OXIDADOS DEL H>S, MESH, ETSH Y DMS...ccviiieiiinienniennnens 11

3.4.1 Evaluacién del papel del SO> como interferencia en la reduccién quimica de los
precursores oxidados del H2Sy mercaptanos lHgeros .......ccuveueiniiiiiiiiiiiiiieee e, 12

3.5 ESTUDIO DEL AISLAMIENTO SEMIPREPARATIVO DE LOS

PRECURSORES EN FASE REVERSA (C18)iutceteetereieeteeranranrenrenscaacaasaasansanss 12
3.5.1 Optimizacidn de lasfases de elUCION .........oviiiiiiiiiiiiiiiiii e 12
3.5.2 Estudio de metodologias para la eliminacion del SO de las muestras de vino ........... 13
35.21 Eliminacion mediante modificacién del Ranking ..........cccovviiviiiiiiniiiniinnennnenn. 14
3.,5.2.2  Eliminacién mediante acidulacién + reposo + desalcoholizacion...................... 14
3.,5.2.3  Eliminacién mediante trampa de NaOH ........cccoiiiiiiiiiiiiii e, 14

3.6 ESTUDIO DE LA ELIMINACION DEL SO, Y DEL FRACCIONAMIENTO
DE PRECURSORES OXIDADOS MEDIANTE EL USO DE RESINAS DE

INTERCAMBIO ANIONICO PURD. ..vuuiienieineennienneerneernnerneerneerseesneessesnns 15
3.6.1. L CeTo (o Jo (] o] o PSRN 15
3.6.2 Efecto del aumento del volumen de la resina.........cceveeeveeiiiiiiiiiieieeee s 16
3.6.3 Efecto de la fuerzaidnicay de elUCiON..........oevniiiniiiiiieie e 16
364 Efecto combinado del pH, la fuerza iénicay de elucion ..........cccceeeeeveieieiininnnnnn. 16

3.7 ANALISIS ESTADISTICO Y TRATAMIENTO DE DATOS..c.cvvuevenennnnee. 17

4. RESULTADOS Y DISCUSION ..ccetieuutrerraenneereaenneeereeenneensassnneessesneeessanns 17

pag. 1



5.
6.

4.1. OPTIMIZACION DE UN METODO PARA LA REDUCCION QUIMICA DE LOS

PRECURSORES OXIDADOSDEL H2S, MESH Y ETSH..ccciiiiiiiiiiiiieenerennnnn. 17
41.1 Evaluacion del papel del SO2 como interferencia en la reduccion quimica de los
precursores oxidados del H2S y mercaptanos ligeros......couuueeueeeiniiiiieiieieeeie e, 18

4.2 ESTUDIO DEL AISLAMIENTO SEMIPREPARATIVO DE LOS

PRECURSORES EN FASE REVERSA (C18)..icitieiiieiiiieiieinteecntensescnsescnsnnes 19
421 Optimizacion de lasfases de €IUCION .......c.vveiiieiieeiie e e e e 19
4.2.2 Estudio de metodologias para la eliminacion del SO2 de las muestras de vino. .......... 21

43 ESTUDIO DE LA ELIMINACION DEL SO, Y DEL FRACCIONAMIENTO
DE PRECURSORES OXIDADOS MEDIANTE RESINAS DE INTERCAMBIO

ANIONICO PURD..cceuuuueeerieerennnnsaneeeerresnsssseessmssssssssesesssnsssssssssssssssssssssanes 23
43.1 Optimizacion de 1as fases de elUCION ........oeeeiiuiiiiiiiiiiiiii et 23
I R = {-Tox (0 I (=] I ] O 23
4312 Efecto del aumento del volumen de la resina .........ccceueeveeeieiiiiiiiiiieiieeeieeee, 24
4313 Efectodelafuerzaionicay de eluCion. ..........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 25
4314  Efecto combinado del pH, la fuerza ionicay de elucion ..........c..ceevvvvneevnnnnnnn.. 26
CONCLUSIONES. ..t itititiieieieinterersesesasersssasasesessssssasassssssssssssssessssssssssnses 27
BIBLIOGRAFTA....ctttiieceteereeeeeeeeerreeeeesnneeeesessnneesssssnnesssssssneessssssneesns 28

pag. 2



INDICE DE ABREVIATURAS

ALD: Acetaldehido
BR: “Brine” o salmuera
Cys: Cisteina

DMS: Dimetilsulfuro
EMS: Etil metil sulfuro
EtOH: Etanol

EtSH: Etanotiol

GC: Cromatografia gas
GSH: Glutation

H,S: Acido sulfhidrico
H,S0,: Acido sulfarico
HsPO,: Acido fosforico
HCI: Acido clorhidrico
HS: “headspace” o espacio de cabeza

HS-GC-SCD: analisis del espacio de cabeza por cromatografia gas acoplado a un detector
especifico de azufre

MeOH: Metanol

MeSH: Metanotiol

MMI: inyector multimodo

Na,S,0s: Disulfito de sodio

NaCl: Cloruro de sodio

NaOH: Hidroxido de sodio

SCD: Detector de quimioluminiscencia de azufre

SO,: Dioxido de azufre

SPME: “Solid phase microextraction” o microextraccion en fase solida
TCEP: Tris-(2-carboxietil) fosfina

VS: Vino sintético

VSCs: “Volatile sulfur compounds” o compuestos volatiles de azufre

VTR_DA: Vino tinto con tendencia a reducirse vinificado con azufre micronizado en 2022 y
sometido a desalcoholizacion

VTR22: Vino tinto con tendencia a reducirse vinificado con azufre micronizado en 2022

pag. 3



RESUMEN

La presenciade compuestos azufrados volétiles (VSCs) en el vino, como el sulfuro de hidrogeno
(H,S) el metanotiol (MeSH) y otros mercaptanos, por encima de sus umbrales de olfaccion
provocaaromas desagradables que recuerdan a huevo podrido 0 a camembert pasado, entre otros.
Este problema se conoce como defecto de reduccion. Se origina a partir de la reduccién
espontanea de precursores oxidados de tipo di- o poli-sulfuro durante el almacenamiento andxico
del vino. En el presente trabajo se aborda la determinacion de estos precursores tras su reduccion
quimica a H,S, MeSH y otros mercaptanos, mediante su analisis en el espacio de cabeza por
cromatografia gas acoplado a un detector especifico de azufre (HS-GC-SCD). Para ello, se
optimiz6 un método de reduccion quimica acelerado que reduce cuantitativa y eficientemente los
precursores, pero, tras comprobarse que también reduce parcialmente el SO, tanto libre como
combinado, a H,S, se desarrollaron dos métodos complementarios de preparacion de muestra
mediante extraccion en fase s6lida. Ambos métodos permiten obtener dos fracciones de distinta
polaridad de precursores oxidados, perfectamente separadas del SO, y sus combinaciones. El
primer método emplearesinas de fase reversa C18 y el segundo resinas de intercambio aniénico
puro.

ABSTRACT

The presence of volatile sulfur compounds (VSCs) in wine, such as hydrogen sulfide (H,S),
methanethiol (MeSH) and other mercaptans, above their olfactory thresholds causes unpleasant
aromas like rotten egg or overmatured camembert, among others. This problem is known as
reduction defect and originates from the spontaneous reduction of oxidized precursors of the di-
and poly-sulfide types, during the anoxic storage of wine. The present work addresses the
determination of these precursors after their chemical reduction to H,S, MeSH and other
mercaptans, which are further analyzed by headspace gas chromatography coupled to a specific
sulfur detector (HS-GC-SCD). To this end, an accelerated chemical reduction method that
quantitatively and efficiently reduces the precursors, was optimized, but, after verifying that it
also partially reduces SO,, both free and combined, to H,S, two complementary solid phase
extraction sample preparation methods were developed. Both methods allow obtaining two
fractions of different polarity of oxidized precursors, perfectly separated from SO, and its
combinations. The first method uses C18 reversed phase resinsand the second uses pure anion
exchange resins.
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1. INTRODUCCION

1.1 VSCs Y DEFECTO DE REDUCCION DEL VINO

Los compuestos volatiles azufrados (VSCs, por sus siglas en inglés) son un grupo de moléculas
pequefias y volatiles que tienen en su composicion al menosun atomo de azufre!. El sulfuro de
hidrégeno (H,S), el metanotiol (MeSH), el etanotiol (EtSH)y el dimetil sulfuro (DMS) son VVSCs
con un fuerte impacto en el aroma del vino porque tienen pesos molecularesy umbrales de
olfaccion bajos y elevada volatilidad. La acumulacién excesiva de H2S, MeSH, EtSH v,
eventualmente, otros mercaptanos, recibe el nombre de defecto de reduccion. En la Tabla 1, se
representan estos azufrados junto a su estructura, pesomolecular, umbral de olfaccion y descriptor
olfativo.

Tabla 1: Propiedades de los principales VSCs 2

Umbral de Descriptor
Peso molecular - .
Compuesto Estructura @imol) olfaccién olfativo
(Hg/L)
Sulfuro de HUeVos
hidrogeno /.) 2 34.08 1 podridos
(H.S)
Metanotiol /)W) :
48.11 2 Putref 0
(MeSH) 8 utrefaccion
J
Etanotiol /J :
e Vﬂi 62.13 1 Cebolla
W
Dimetl sulfuro WV 62.13 25 Repollo, trufa
(DMS) y 3

Muchas de estas moléculas son responsables de producir olores desagradables para los
consumidores y su presencia constituye uno de los mayores problemas en varios sectores dentro
de la industria alimenticia, incluida la industria vinicola. Se estima que son causantes del 30% de
los defectos encontrados en los vinos comerciales®, lo cual se traduce en grandes pérdidas
econdmicasy de imagen paralasempresas productoras. En 2015, el defectode reducciondel vino
tuvo una repercusion en el sector a nivel global de 28 mil millones de euros*. La presencia de
estos compuestos, a partir de determinados niveles por encima de sus umbrales de olfaccion,
reduce drasticamente la calidad del vino y aumenta el rechazo de los consumidores hacia el
producto. Porello, hay un creciente interésen limitar o eliminar la produccion de H,S y mantener
la presencia de aquellos volatiles que aporten aromas agradables.

1.2 FORMAS DE H,S Y MERCAPTANOS LIGEROS
El H,Sy los mercaptanosen el vino existen en especiesagrupables en tres categorias diferentes

continuamente interconectadas a través de equilibrios quimicos: formas libres, formas
acomplejadas con metales y formas oxidadas como polisulfuros. De todas las formas en las que
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el H,Sy los mercaptanos pueden encontrarse, unicamente las formas libres son las responsables
de producir malos olores®.

Otra caracteristica destacable es la capacidad del H,Sy MeSH de formar complejos reversibles
no volatiles condiversos iones metalicos de varios metales de transicién®, tal y como se observa
en la Figura 1. Los complejos se dan mayoritariamente con Fe(l1), Cu(ll), Cu(l) e incluso Zn(11)®.

M + H,S — MS + 2H M** + 2CH,SH — CH,SMSCH, + 2H*

Figura 1. Reaccion de las formas libres de H2S y MeSH con cationes metalicos
dando lugar a las formas acomplejadas

En cuanto a los polisulfuros, algunos de ellos actian como precursores oxidados y son
susceptibles de ser los causantes de la constante acumulacién de H,Sy mercaptanos durante el
almacenamiento anoxico del vino. La existencia de estas especies también explica la ineficiencia
de la mayoria de las técnicas de remediacion, como la aireaciony la formacion de complejos con
metales, que solo son eficaces para eliminar las formas libres. Estos precursores oxidados siguen
siendo pobremente conocidos, aunque estudios recientes’® sugieren que pueden tratarse de
persulfuros (R-S,-SH), polisulfuros (R-S,-R) o politionatosderivadosde los anteriores (R-S,-SOs
), siendo R habitualmente cisteina, glutation o polipéptidos mas complejos. Si bien estos
compuestos no estdn ampliamente caracterizados, hay pruebas de que los vinos almacenados en
anoxiasoncapaces de producirgrandes cantidades de H,Sy MeSH, comomuestran los resultados
obtenidos en los experimentos de la tesis doctoral de Susana Ainsa Zazurca, en actual desarrollo
en el Laboratorio de Analisis de Aromay Enologia. En el caso del H,S, a35°C en 15 meses, cerca
de 200 pg/L; a 50°C en 10 meses, mas de 600 pg/L; y a 75°C tras 1 mes, hasta 2.3 mg/L. En
cuanto al MeSH, a 35°Cen 15 meses, masde 100 pug/L; a 50°C en 10 meses, cerca de 260 ug/L;
y a 75°C tras 1 mes, alrededor de 180 pg/L. La Tabla 2 recoge todos los posibles precursores de
H,S y mercaptanos que se han sido considerados hasta el momento.

Tabla 2: Precursores con mas posibilidades de causar la aparicién de H,Sy mercaptanos
durante el almacenamiento andxico del vino?

Tipo de compuesto Formula Especie liberada
Complejos metalicos [MS], [MSH]*, [MSCHs]*... | H.S y mercaptanos
Disulfuros R-S-S-R’ Mercaptanos

Polisulfano H-S,-H H,S

Organopolisulfanos R-S,-H H,S y mercaptanos
Diorganopolisulfanos R-S,-R’ H,S y mercaptanos
Politionatos R-S,-SO5 H,S, SO, y mercaptanos

1.3 ORIGEN DEL PROBLEMA
El H,Sjuega un papel fundamental en el crecimiento y metabolismo de las levaduras empleadas

en las fermentaciones alcoholicas, siendo un intermedio para la formacion de aminoécidos
azufrados como la cisteina (Cys), la metioninao el glutation (GSH), un tripéptido formado por
glutamato, cisteinay glicina. La levadura Saccharomyces Cerevisiae puede sintetizar H,S a partir
de fuentes de azufre inorganico como son los sulfatos, sulfitos e incluso azufre elemental. Estas
fuentes de azufre elemental son afiadidas intencionalmente y desempefian papeles muy
importantes, por ejemplo, los sulfitos actian como agente antioxidante y el azufre elemental es
usado como fungicida en la vifia.
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Es necesario hacer mayor hincapié en la importancia y los efectos que tiene la presencia del
diéxido de azufre (SO,) en los vinos. El SO, tiene un uso enolégico ampliamente extendido ya
que se trata tanto de un potente antioxidante comode un importanteagente antimicrobiano. Puede
encontrarse en concentraciones considerablemente altas, siendo el limite legal indicado por la
OIV (Organizacidn Internacional de la Vifiay el Vino) 150-200 mg/L para vinos secos*. Se ha
sugerido que juega un papel importante en el desarrollo de olores desagradables causados por
VSCs?, en vino, se encuentra disuelto como H,SO3, en equilibrio con SO, gas (que se determina
conjuntamente con el H,S libre!®) y con la forma HSOs", que es un poderoso nucledfilo que puede
reaccionar con compuestos carbonilicos presentesen el vino como el acetaldehido (ALD) Yy el
gliceraldehido formando hidroxisulfonatos?!, tal y como se muestra en la Fig. 2

OH
SO, + H,0 = H,SO; < HY+ HSO; R,CHO+HSO; = R1+SOS'
H

Figura 2. Equilibrio sulfitos-hidroxisulfonatos en la matriz del vino

Los VSCs se forman mayoritariamente durante los procesos de fermentacion, durante la cual, una
buena parte son evaporados, arrastrados por el CO, y otra parte se estabiliza bajo la forma de
complejos con los metales o de formas oxidadas. Posteriormente, durante el almacenamiento
andxico del vino'?, los VSCs pueden volver a acumularse como consecuencia de procesos de
reduccion que atin no son totalmente comprendidos?®. En los Gltimos afios, este handicap se ha
agravado debido al desarrollo tecnolégico de itinerarios de vinificacion'y embotellado que
minimizan el contacto del vino con el oxigeno. Por ejemplo, el uso de sistemas de cierre de rosca
con septa impermeables minimiza la difusion del oxigeno hacia el interior de la botella. El
almacenamiento andxico de los vinos favorece el aumento del caracter reductivo, teniendo como
consecuencia procesos redox que desencadenan la liberacion sistematica de estos volatiles"*,
Todo este proceso conlleva una serie de lentas y continuas reacciones quimicas no muy
comprendidas entre las que podrian incluirse reacciones de tiélisis, sulfitolisis o tiosulfitolisis ™.
Como puede verse en las Fig. 3y 4, la tidlisis (equivalente a la hidrélisis, pero empleando tioles
en lugar de agua) produce la escision de un compuesto por la accion de un grupo sulfhidrilo (R-
SH) y es una reaccion tipica de varios procesos catabdlicos. Por otro lado, la sulfitolisis y
tiosulfitolisis consisten en la escision de enlaces disulfuro (-S-S-) por reaccion con sulfito y
tiosulfito respectivamente a través de reacciones Sy2

RSSSSSH + GSH — RSSSG + HSSSH

Figura 3. Reaccion de tiélisis llevada a cabo por glutation

RSSR+ HSO; —» RSSO; + H* + RS~

Figura 4. Reaccion de sulfitlisis de un disulfuro

1.4 ESTRATEGIAS DE REMEDIACION

Alolargo de los afios se han empleado diversas estrategias para eliminar los olores desagradables
provocados porel H,Sy los mercaptanos, entre las cuales una de las mas utilizadas es la aireacion-
oxigenacion. Este procedimiento tiene como objetivo el arrastre de los VSCs a la atmosfera con
la propia corriente de aire, pero la oxidacion de una proporcién més o menos elevada a formas di
y polisulfuro es dificilmente evitable, por lo que el problemapuede reaparecer. Otra estrategia
empleadapara intentar deshacersede los VSCs consiste en emplear ionesde Cu, conlos que estos
compuestos forman sulfuros insolubles. Sin embargo, en el vino la interaccién H,S - iones Cu es
muy compleja, formandose complejos no volatiles®!#, que permanecen en el vino, por lo que con
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el paso del tiempo, los compuestos responsables de los olores desagradables reaparecen. En
resumen, ningun método de remediacion garantiza la completa eliminacion del problema, ya que
tan solo transforman la fraccion volatil odorifera, en fracciones inodoras que permanecen en el
vino, por lo que, eventualmente, acabara provocandose la acumulacién de H,Sy mercaptanos
ligeros.

1.5 METODOS DE ANALISIS DE LA FRACCION DE PRECURSORES

La complejidad de la matriz de trabajo y todos los posibles procesos quimicos causantes de la
liberacidn a largo plazo de H,S y mercaptanos hacen que determinar el conjunto de precursores
sea una tarea complicada. Hace algunos afios, se propuso un ensayo combinando la adicion de
tris-(2-carboxietil) fosfina (TCEP) con la de batocuproina, un acomplejante de Cu(l), para la
determinacion de las formas precursoras, tanto de las oxidadas como de las acomplejadas con
Cu(l)*. Sin embargo, experimentos recientes'® han demostrado que la combinaciéon de TCEPy
batocuproina en las condiciones del ensayo propuesto, a temperatura ambiente y con analisis
inmediato tras la adicion del reactivo, no es capaz de reducir de manera instantanea todas las
formas oxidadas, que, en vino blanco, tardan varios dias en reducirse. En vino tinto, el reactivo
parecio desactivarse enseguida, reduciendose cantidades muy pequefias de los precursores. Esto
implica, que el ensayo propuesto no es valido para determinar los precursores oxidados de H,S y
MeSH en vinos.

La principal técnica analiticaempleada para la determinacion de los VSCses la cromatografia de
gases acoplada a detectores selectivos de azufre. Uno de los mas usados es el detector
fotometrico de llama pulsada (pFPD, por sus siglas en inglés) debido a su alta sensibilidad y
facilidad de uso, pero su rango de trabajo es bastante limitado. La otra opcion mas empleada es
el detector de quimioluminiscencia del azufre (SCD), que cuenta con una sensibilidad similar a
la del pFPD permitiendo rangos de trabajo de varias érdenes de magnitud. Ambos detectores son
muy sensibles y no suelen exigir procesos de preconcentracion de la muestra como la micro
extraccion en fase sélida (SPME).

Por las razones expuestas anteriormente, y peseatodaslas técnicasdesarrolladas para la deteccion
de VSCs, no existe ningun procedimiento valido actualmente para la deteccion y caracterizacion
de los precursores oxidados responsables de la progresiva produccionde H,Sy mercaptanos. Este
proceso es complicado incluso con técnicas directascomo HPLC-MS. Si bien algunos autores
han mostrado que es posible determinar algunos polisulfuros empleando esta estrategia®’,
dificilmente puede incluir todos aquellos polisulfuros que incluyan estructuras proteicas, cuya
masa molecular excede de largo los rangos de masa/carga (m/z) del detector; a no ser que se
obtengan moléculas policargadas. Es ademas remarcable, que varios de los experimentos
desarrollados hasta el momento con el objetivo de caracterizar quimicamente la fraccion de
precursores®® deducen su comportamiento a partir de patrones sintéticos como Cys-S-S-SH o G-
S-S-SH, estructuras que podrian diferir de manera remarcable en propiedades de los polisulfuros
asociados a las proteinas. Es por ello muy importante, desarrollar estrategias analiticas que
permitan la cuantificacion y caracterizacion quimica de las fracciones de precursores oxidados de
H,Sy MeSH.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general del trabajoes desarrollar un procedimiento parala evaluacionde las fracciones
de precursores oxidados de H,S y MeSH presentes en los vinos.

Para ello se han abordado los siguientes objetivos especificos:

1. Optimizar un método de reduccién quimica rapida que permita transformar las formas
oxidadas de H,S, MeSH vy, eventualmente, otros mercaptanos, para su subsiguiente
determinacion mediante analisis del espacio de cabeza por cromatografia gas acoplado a
un detector especifico de azufre (HS-GC-SCD).

2. Optimizarun método de fraccionamiento en fase sélida sobre sorbente C18 (fase reversa)
para obtener fracciones de precursores de H,S y MeSH perfectamente separadas del SO,
y sus aductos.

3. Optimizar un método de fraccionamiento en fase sélidaen modo intercambio i6nico puro
para obtener fracciones de precursores de H,S y MeSH perfectamente separadas del SO,
y sus aductos.

3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1 DISOLVENTES Y REACTIVOS.

El etanol (EtOH) y metanol (MeOH) >99.9% empleados fueron suministrados por Fisher
Chemicals® (Barcelona, Espafia). El agua ultrapura se obtuvo de un sistemade purificacion de
agua Milli-Q Millipore® (Bedford, Alemania).

En cuanto a los reactivos utilizados, el acido sulfurico (H,SO,) >96%, el acido tartarico (C4HsOs)
>99%, el acido ascorbico (CsHgOg) >99.7%, el cloruro de sodio (NaCl) >99.5%, el hidroxido de
sodio (NaOH) >98% y el disulfito de sodio (Na,S,05) >97% se adquirieron de PanReac®. El
acido fosforico (HsPO,) >85% se obtuvo de VWR Chemicals®, el acido clorhidrico (HC1) >37%
de Scharlau® y la TCEP de Sigma-Aldrich®.

Ademas, se utilizaron las siguientes disoluciones:

- Salmuera: se disolvieron 350 gde NaClen 1 L de agua Milli-Q y se agit6 la mezcla en
un bafio sonicador adquirido de JP Selecta™ hasta disolver la mayor cantidad de sal
posible. Se borboteo nitrégeno a través de una pipeta Pasteur de vidrio para purgar todo
el oxigeno posible y, tras 15 minutos, se vertié 500 mg de acido ascorbico. Por ultimo, se
dejé purgar 5 minutos mas.

- Vino sintético (VS) que se prepard a partir de una disolucion de agua Milli-Q con 12%
de etanol (EtOH) a la que se afiadié 5 g/L de &cido tartarico y se ajustd el pH a 3.5
empleando una disolucion de hidroxido de sodio (NaOH).

- Aguatartérica: se disolvi6 0.5 g de &cido tartarico en 100 mL de agua Milli-Q y se ajustd
su pH a 3.5 mediante disoluciones de NaOH.
3.2 MUESTRAS ESTUDIADAS
Las muestras de estudio fueron vino sintético (VS) y un vino tinto con tendencia a reducirse, el
cual se vinifico con azufre micronizado en 2022 (VTR22), cuya caracterizacion puede observarse
en la Tabla 3:
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Tabla 3: Caracterizacion inicial del VTR22

pH 4.43
Potencial redox
-73.4
(mV) :

Ademas, se utilizd6 VTR22 desalcoholizado. El proceso de desalcoholizacion consistié en
rotaevaporar (modeloR-215de BUCHI®) 200mL de VTR22 aalto vacio (18 mbar) y 30°C hasta
obtener un volumen entre la tercera y cuarta parte de su volumen original, unos 60 mL. Esta
muestra desalcoholizada se denominé VTR_DA.

Por otro lado, algunas muestras se doparon con cantidades variables de SO, lo cual se llevo a
cabo a partir del reactivo sélido Na,S,0s, que en agua se disocia en dos moléculas de SO,:

Na,S$,05+ H,0 = 2 NaHSO; — H,0 + 250, + 2Na*
Figura 5. Descomposicion de disulfito de sodio para dar dos moléculas de SO»

3.3 ANALISIS CROMATOGRAFICO

El espacio de cabezade las muestras se analiz6 mediante la técnica HS-GC-SCD, con un
cromatografo Agilent 7890B, equipado con una columnacapilar SPB-1 SULFUR (30 m x 0.32
mm de diametro interno x 4 umde espesor de fase), y la deteccién de los VSCs se realiz6 con el
detector selectivo8355 SCD. El equipo tambiéncuentaconun muestreadorautomatizado Combi-
PAL de CTCAnalytics (Zwinger, Suiza). La inyeccion se llevé a cabo en un inyector multimodo
(MMI) de Agilent con un “glass liner” de I mm de diametro interno para la determinacion de las
formas libres de los compuestos, que requieren del empleo de una trampa de criofocalizacién
(CTS 2, Gerstel); y de 4 mm para la evaluacion de los BRs de los compuestos, cuyo método de
analisis no emplea criofocalizacion. Ambos glass liners suministrados por Agilent.

3.3.1 Andlisis del SO libre

En un vial encapsulable de SPME de 20 mL de capacidad, se afiadieron 10.8 mL de agua Milli-
Q aciduladaa pH=1.2 con H3PO, y 1.2 mL de muestra (dilucion 1:10). El vial se encapsuld
inmediatamente después realizando un cierre hermético mediante una chapa de aluminio con
septumde Agilent®. Todoel proceso preparativo descritose realizé dentrode una cdmara andxica
fabricada por Jacomex®. Seguidamente, el vial se sac6 de la camara, se le afiadié el patron
interno, 40 pL de disolucion de etil metil sulfuro (EMS), a una concentracion de 10 mg/L en
etanol, y se coloco en el “tray” del muestreador automatico del HS-GC-SCD.

El método cromatografico comienza con la incubacién del vial a 30°C durante 15 minutos. A
continuacion, la jeringa termostatizada a 40°C toma 1 mL del espacio de cabeza del vial y lo
inyecta conunsplit 1:2 en el inyector cromatografico. Este método emplea la criofocalizacion de
la muestra mediante el uso de nitrdgeno liquido. El programa de temperatura del homo
cromatografico es de 35°C durante 3.8 minutosy sube hasta 160°C a 10°C/min manteniendo esta
temperatura 0.5 minutos. La unidad criogénica se encuentra a-150°C durante 0.8 minutos y luego
se eleva rapidamente a 20°C/s hasta los 300°C. El gas portador es helio a un flujo de 2 mL/min
durante los primeros 0.8 minutos y luego baja a 1.4 mL/min.

El quemador del SCD operaa unatemperatura de 800°C, con un flujo de aire de 50 mL/min.
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3.3.2 Analisis del SO; total

En un vial encapsulable de SPME de 10 mL de capacidad, se afiadieron 1 mL de muestray 0.5
mL de acido fosforico (HsPO,) al 25%. Se encapsuld con una chapa magnética y se incub6 a
160°C durante 15 minutos con el objetivo de liberar todo el SO, que se encuentre acomplejado
formando hidroxisulfonatos. Seguidamente, se dejo atemperar y se introdujo en la cAmara de
anoxia. En estas condiciones de bajo oxigeno, se preparo el vial de analisis (encapsulable de
SPME de 20 mL) donde se afiadieron 11 mL de agua Milli-Q acidulada a pH=1.2 con H;PO,y 1
mL de la muestra previamente atemperada e introducida en camara (dilucion 1:12). El vial se
chapé herméticamente justo después de prepararlo. Fuera de la cAmara, se afiadieron 40 pL de
patron interno, disolucion de EMS (10 mg/L en etanol) a cada vial, el cual se cargo en el tray del
muestreador automatico.

El analisis cromatrogréafico se llevo a cabo con y sin criofocalizacion debido a una incidencia
puntual con el Dewar de nitrégeno liquido, que nos obligo a prescindir de la criofocalizacion en
varias ocasiones.

Las condiciones cromatograficas y del detector son idénticas al método del SO, libre.

3.3.3 Analisis de las formas totales (libres, complejas y oxidadas)
Para poder liberar los azufrados de sus uniones con metales se emplea salmuera, que aporta
numerosos cloruros que interaccionan con las formas BRs, mientras que la reduccion de las
formas oxidadas se realiza mediante la adicién de TCEP. Para garantizar que las reacciones se
completan en tiempos razonables, las muestras se incuban a 70°C.

En un vial encapsulable de SPME de 20 mL se afiadieron 30 mg de TCEP, 11.5 mL de salmuera
y 0.5 mL de muestra (dilucién 1:24). Se realiz6 un cierreherméticoutilizando chapas de aluminio
con septum justo después de preparar cada vial. Todo el proceso preparativo descrito se realizd
dentro de lacédmaraandxica. Fuera de camara, se afiadieron 40 pL de disolucion de EMS (2 mg/L
en etanol) como patron interno al vial de analisis, el cual se carg6 en el tray. A continuacion, el
método incuba cada muestra a 70°C durante 25 minutos. Tras este tiempo, la jeringa
termostatizada a 80°C toma 1 mL del espacio de cabeza y lo inyecta con un split 1:15.

Las condiciones del cromatdgrafoy del detector son las mismas a las descritas en los métodos
anteriores, exceptuando que no se emplea la criofocalizacion de la muestra, que la temperatura
inicial del horno se mantiene 3 minutosy que el flujo de helio en los primeros 0.8 minutos es de
0.9 mL/min.

Todos estos métodos empleados para realizar el analisis cromatografico de las muestras fueron
validados previamente?®

34 OPTIMIZACION DE UN METODO PARA LA REDUCCION
QUIMICA DE LOS PRECURSORES OXIDADOS DEL H,S, MESH, ETSH
Y DMS

Se utiliz6 el método descrito en el apartado 3.3.3 parallevara cabo la reduccidén quimica rapida
de los precursores de los VSCs. Se estudio el tiempo éptimo de incubacién de las muestras: 25,
50, 75y 100 min. Se emple6 como muestra VTR22.

Se hizo un duplicado para cada tiempo de estudio. El patrén interno se afiadié a cada vial de
analisis en los Gltimos 25 min de incubacion de este, antes de la inyeccion cromatogréafica. Para
el primer tiempo de muestreo, el patron se afiadié antes de la incubacion. Las muestras se
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analizaron mediante HS-GC-SCD empleando una fuerte dilucion de salmuera, empleada para
determinar las formas BRs, para evaluar el contenido en H,S, MeSH, EtSH y DMS.

3.4.1 Evaluacion del papel del SO, como interferencia en la reduccion quimica de
los precursores oxidados del H,S y mercaptanos ligeros

Se estudid laposibilidadde que el SO, se comportaracomouna interferencia reduciéndosea H,S,

por lo que se prepararon los siguientes viales de SPME de 20 mL dentro de la camara de anoxia:

1. 10 mL VTR22 como control
2.10 mL VTR22 dopado con SO, (20 ppm recién afiadidos)
3. 10 mL VTR22 dopado con SO, (50 ppm recién afiadidos)

4. 10 mL VTR22 dopado con SO, (20 ppmy 1 g/L de ALD afiadidos una semana anterior y
dejados reaccionar)

5.10 mL VTR22 dopado con SO, (50 ppmy 1 g/L de ALD afadidos una semana anterior y
dejados reaccionar)

A cada una de estas condiciones se les aplicé el método descrito en el apartado 3.3.3, pero conel
tiempo de incubacidn del vial de analisis optimizado en el apartado 3.4. Se realiz6 un duplicado
de cada vial.

3.5 ESTUDIO DEL AISLAMIENTO SEMIPREPARATIVO DE LOS
PRECURSORES EN FASE REVERSA (C18)

Lasmoléculas que interfierenen la determinaciondel H,S procedente de los precursoresoxidados
son formas de SO,, tanto en sus formaslibres (SO,, H,SO; y HSO3) como en su combinacién
con acetaldehido (1-hidroxietilsulfonato). Dado que todas ellas son moléculas pequefias y polares
con formas cargadas negativamente, han de ser pobremente retenidas en fases reversas. Puede
suponerse que una buena parte de los precursores buscados serdn menos polares, ya que las
cadenas de polisulfuros son tanto menos polares cuanto mayor sea la cadena. Por ello, se
emplearon lechos de extraccion en fase solida formados por cartuchos de 3 mL de volumen,
rellenos con 500 mg de fase reversa C18 con un volumen muerto aproximado de 0.5 mL. El
objetivo inicial fueretener los precursores, que presumimosmenos polares que las formasde SO,,
y eluir éstas como interferencias. Los cartuchos se introdujeron en la cdmara de anoxia 24h antes
de su uso, lugar donde se realizaron los fraccionamientos.

Los cartuchos utilizados en los siguientes experimentos fueron acondicionados con 2 mL de
MeOH para activar la resina y lavados con 2 mL de agua tartarica. Seguidamente, se aplico
presion positiva para secar ligeramente la resina. La carga de muestra fue de 0.5 mL.

351 Optimizacion de las fases de elucion

Se comenzd aplicando el fraccionamiento en la C18 a la muestra VTR_DA, ya que se
desalcoholizé previamente para facilitar la retencion de las sustancias mas polares. Una vez
aplicado el volumen de 0.5 mL de vino desalcoholizado, se aplicaron eluciones sucesivas con
volumenesde2 mL de mezclas de disolventes de fuerzacreciente, taly comose indicaen la Tabla
4. Se recogieron volimenes de 1 mL en vialesde 1.5 mL de HPLC. Las fases empleadas tuvieron
un pH de 3.5.
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Tabla 4: Primer método de elucion en C18

Fases de elucion

Agua tartarica 20% MeOH 50% MeOH 100% MeOH
Fracciones 1 1 1 1
recogidas (mL) 1 1 1 1

Con el objetivo de obtener una separacion 6ptima, se realizé un segundo fraccionamiento para
disminuir aun mas el poder de elucion de las primeras fases extraidas. Como no era posible
emplear un eluyente con menor fuerza que el agua, se afiadio a ésta un exceso de NaCl (250 g/L)
ya que segun el principio del efecto “Salting out”, la presencia de sales disminuye en gran medida
el poder de solvatacion del agua, favoreciendo la extraccion a fases hidrofobicas de las moléculas
mas polares.

Para ello, se empled de nuevo la muestra VTR_DA, preparandose 3 alicuotas de muestra: la
primera el vino tan cual, como control (VC), a la segunda se le afiadieron 30 ppm de SO,y a la
tercera 30 ppm SO, y 1g/L de ALD. Las alicuotas se incubaron a temperaturaambiente durante
6 dias en la cAmara de anoxia paraasegurar que en la muestra con acetaldehido, todo el SO, esta
formando 1-hidroxietilsulfonato.

Para este fraccionamiento se emplearon solo dosfases de elucion: agua tartarica con 250 g/L de
NaCly disolucion 70% MeOH con la que se pretendia eluir todos los polisulfuros precursores de
H,S que si se retenian en mayor o menor medida en la fase estacionaria. Como se muestra en la
Tabla 5, se utilizaron 2 mL de fase de aguatartarica con sal, de la que se obtuvieron 4 fracciones
de 0.5 mL cada una, y 3 mL de disolucion 70% MeOH, obteniendo 3 fracciones de 1 mL.

Tabla 5: Segundo método de elucién en C18
Fases de elucion

Agua tartarica (250 g/L) 70% MeOH
0.5 1
Fracciones recogidas (mL) 82 1
0.5

En ambos fraccionamientos, las fracciones eluidas fueron analizadas segin el método explicado
en el apartado 3.3.3. con el tiempo de incubacion optimizado en el apartado 3.4.

3.5.2 Estudio de metodologias para la eliminacién del SO, de las muestras de vino
Se valoraron tres posibles técnicas para eliminar el SO,:

e Muy enérgica: mediante la purga de la muestra fuertemente acidulada y muy caliente con
nitrogeno, siguiendo una modificacion del método Rankine!® empleado habitualmente
para valorar cuantitativamente el SO,.

e Medianamente enérgica, mediante la acidulacion de una alicuota de vino, que se dejo
reposar varios dias en anoxia para dejar que los hidroxisulfonatos se rompieran, tras lo
cual la muestra fue sometida a desalcoholizacion en el rotavapor.

e Suave, simplemente almacenando el vino acidulado en un vial cerrado conteniendo una
trampa de NaOH, en la que deberia irse disolviendo el SO, liberado.

En todos los métodos planteados se llevaron las muestras del vino VTR22 hasta un pH
considerablemente acido, <2, para asi desplazar los equilibrios y favorecer la liberacién de SO,
tal y como representa la Fig. 6.
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H*+HSO; % H,50; 5 1S0,+H,0
Figura 6. Equilibrio hidrogeno sulfitos-SO: libre

Las muestras asi tratadas, fueron primero neutralizadas con NaOH 1M hasta llevarlas al su pH
original, luego se dejaron reposar 2 dias y, finalmente, se realizé el segundo fraccionamientoy
tratamiento de muestra descrito en el apartado 3.5.1.

3.5.2.1 Eliminacion mediante modificacion del Rankine
Se tomaron 300 mL de VTR22 y se acidularon con acido fosforico concentrado hasta pH 1.3.
Posteriormente, la muestra se calenté a 80°C durante 1 hora, con agitacion magnética y
borboteando nitrogeno. Se analiz6 por el método de andlisis definido en el apartado 3.3.1.

Ademas, para asegurar una completa eliminacién del SO, tras la aplicacion del Rankine
modificado, se llevo a cabo la desalcoholizacion de la muestra en el rotavapor hasta reducir su
volumen a un cuarto del original. Se volvio a analizar por el mismo método (apartado 3.3.1).

3.5.2.2 Eliminacion mediante acidulacion + reposo + desalcoholizacion

Se barajo la posibilidad de emplear los siguientes acidos: clorhidrico (HCI) o sulfarico (H,SO,).
Ambos cuentan con un pKa lo suficientemente bajo como para alcanzar facilmente un pH muy
acido sin utilizar un elevado volumen, algo que si sucede con otros acidos como el H;PO,. Sin
embargo, cada uno de ellos podia presentar ciertas desventajas: el HCI es una sustancia muy
volatil que podria causar dafios en las columnas cromatogréficas de los analizadores; y el H,SO,
podria ser una interferencia debido a su reduccion a H,S en presenciade la TCEP. Se estudio el
efecto de cada acido mediante la preparacion de estas 3 muestras:

e 0.5mL de VTR22 +11.5 mL salmuera + 30 mg TCEP

e 0.5mLdeVTR22 acidificado a pH 1.7 con HCI + 11.5 mL salmuera + 30 mg TCEP

e 0.5mLde VTR22 acidificadoa pH 1.7 conH,SO,+11.5 mL salmuera + 30 mg TCEP
Se analizaron las muestras por el método descrito anteriormente en el apartado 3.3.3. Se hizo un
duplicado para cada muestra.

Seguidamente, se llevé a cabo la eliminacion del SO, mediante la acidulacion de 200 mL de
VTR22 hasta pH 1.2 empleando una disolucion al 12% de H,SO,, que se dejo reposar en
condiciones de anoxia durante 4 dias para conseguir la liberacion de la mayor parte del SO,
combinado posible. Seguidamente, se desalcoholizé la muestra en el rotavapory se midio
nuevamente el SO, libre restante (apartado 3.3.1) antes de llevar a cabo el segundo
fraccionamiento en C18 que explica la Tabla 5.

3.5.2.3 Eliminacién mediante trampa de NaOH

En un matraz redondo de 100 mL de fondo plano, se vertieron 80 mL de VTR22 acidulado hasta
pH 1.2 con disolucion 12% H,SO,. En el interior del matraz se introdujo un vial de 20 mL de
SPME que contenia 10 mL de disolucién de NaOH 1M. Este recipiente se cerrd herméticamente
de forma que ambas disoluciones estan separadas espacialmente, pero comparten el mismo
espacio de cabeza. La idea es que el SO, libre viaje hasta la disoluciontrampay sea retenido
gracias a sus propiedades acidas, asi poco a poco los equilibrios que lo involucren se inclinaran a
favor de la liberacién de mas SO, proveniente de los sulfitos y sus formasacomplejadas. Todo el
proceso se llevo a cabo en el interior de la cdmara de anoxia. Se tomaron muestras del VTR22
acidulado a lo largo de una semana, que se analizaron mediante el método explicado
anteriormente en el apartado 3.3.1.

Transcurrida la semana, se desalcoholizé la muestra de VTR22 acidulado en el rotavapor
(reduciéndose su volumen de 80 a 25 mL) y se fracciond en la resina C18. Dichas fracciones se
analizaron mediante el método desarrollado en el apartado 3.3.3.
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3.6 ESTUDIO DE LA ELIMINACION DEL SO; Y DEL FRACCIONAMIENTO
DE PRECURSORES OXIDADOS MEDIANTE EL USO DE RESINAS DE
INTERCAMBIO ANIONICO PURO.

Exponeralvinoacondiciones extremas depHy temperaturapodriainducir cambiosen la fraccion

de precursores que se pretende identificar. Por ello, se estudié el uso de resinas de intercambio

anionico puro para retener a los sulfitos e hidroxisulfonatos. La resina escogida para estos
experimentos fue Amberlite™ IRA-900, que esta funcionalizada con aminas cuaternarias.

La resina se preparé pesando 1 g en un vaso de precipitados de 100 mL, se cubri6 con agua Milli-
Q para acondicionarla, se agité suavemente durante 1 minuto y se dejé reposar durante 15
minutos. Pasado este tiempo, se desecho la mayor parte del agua sobrenadante y se repitio el
proceso dejando reposar 10 minutos. Se vertio 1 mL de resina acondicionadaen el interior de un
cartucho de SPE vacio de 3 mL de capacidad, quedando protegida en ambos extremos entre dos
filtros de polietileno, proporcionados por Supelco.

3.6.1. Efecto del pH

En primer lugar, se realiz6 un primer fraccionamiento cargando sobre la resina 0.5 mL de VS
dopadocon100ppmde SO,y 1 g/L ALD, incubado durante una semana. El fraccionamiento se
realizé con 2 mL de una primera fase de elucion, recogida en 2 fracciones de 1 mL, seguido de
otros 2 mL de una segunda fase, recogida de la misma manera (Tabla6). En segundo lugar, se
repitié este mismo fraccionamiento empleando disoluciones con pH ajustado a 3 con HCI al
0.37%, que es un pH mas cercano al natural del vino.

Tabla 6: Eluciones de VS a través de la resina para estudiar el efecto del pH en la
retencion de SO,

Fases de elucion
Agua Milli-Q 70% MeOH
Fracciones recogidas (mL) 1 1
1 1

En tercer lugar, se estudio mas a fondo la capacidad real de las resinas de retener SO,, tanto libres
como sus formas combinadas en hidroxisulfonatos. Para ello se traté de mejorar la efectividad del
método disminuyendo la velocidad de flujo de las eluciones. Se repitié el proceso esquematizado
en la Tabla 6 para dos muestras diferentes:

1. VSdopado con 100 ppm de SO,
2. VSdopadocon100 ppmde SO,y 1 g/L de ALD dejado reposar 3 dias + 20 ppm de SO2
afladidos justo antes de comenzar el procedimiento.

Las fracciones obtenidas de estos 3 experimentos se analizaron mediante el método descrito en el
apartado 3.3.2 con criofocalizacion.

Por altimo, se valoro la interaccion que el resto de los componentes del vino pudieran tener con
laresina. Se carg6 la muestra, 0.5 mL de VTR22, que se eluy6 con una fraccion de Milli-Q de 1
mL y otra con disolucion 70% MeOH de también 1 mL. Las fracciones recogidas se analizaron
por el método explicado en 3.3.3.
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3.6.2 Efecto del aumento del volumen de la resina
Se estudio la posibilidad de aumentar la capacidad de extraccion mediante el uso de una mayor
cantidad de resina y realizando las eluciones a una velocidad moderada.

Se cargaron 0.5mL de VSdopado con100 ppm deSO,y 1 g/L de ALD a un cartucho conteniendo
un 50% mas de resinaque los usados en los experimentos anteriores. Posteriormente se sometié
lamuestraal fraccionamiento yadescrito enla Tabla 6. Las fraccionesse analizaron por el método
desarrollado en el apartado 3.3.2 con criofocalizacion.

3.6.3 Efecto de la fuerza i6nica y de elucion

Los fraccionamientos se realizaron con disoluciones de MeOH (al 20 y 50%), aciduladas a pH 3
con HCI y con concentraciones crecientes de NaCl, como se puede observar en la Tabla 8. El
volumen de carga de muestra fue de 0.5 mL sobre la resina Amberlite IRA-900. En total, se
realizaron 4 fraccionamientos, 2 de ellos para la muestra VTR22 y otros 2 para VS dopado con
100 ppm de SO,y 1 g/L de ALD. Para cada muestra se realizaron 2 fraccionamientos, uno con
20% de MeOH en las fases de elucion y otro con un 50%.

Tabla 8: Eluciones de VTR22 y VS a través de resinas con gradiente de fuerza ionica.

Fases de elucion de 20 y 50% MeOH
. 0.005M 0.025M 0.125M 0.625M 3.125M
refgaﬁ%‘s’?ﬁfu OM NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
g 2 2 2 2 2 2

En las fracciones de VTR22 se aplico el método de analisis del apartado 3.3.3 mientras que para
las fracciones de V'S se siguio el proceso de analisis del 3.3.2. sin criofocalizacion.

3.6.4 Efecto combinado del pH, la fuerza idnica y de elucion

Se repitio el procedimiento descrito en el apartado 3.6.3, pero en esta ocasion, incorporando
cambios en la Gltima parte del fraccionamiento (Tabla 9). Se afiadieron 2 fracciones de 2 mL cada
una para la fasea 3.125M de NaCl para asegurar la extraccion de todos los compuestos que, bajo
estas condiciones, podrian ser eluidos. Ademas, se recogieron otras 3 fracciones a 3.125M de
NacCl llevadas hasta pH=1 con HCI, con el objetivo de poder extraer los precursores anionicos
fuertemente retenidos.

Tabla 9: Eluciones de VTR22 y VS a través de resinas con gradiente de fuerza iénicay pH

Fases de elucion de 20 y 50% MeOH
OM Nacl 0.005M 0.025M 0.125M 0.625M 3.125M 3.125M
Fracciones NacCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl pH=1
recogidas 2 2 2 2 2 2 2
(mL) 2 2
2 2

Se realizaron 4 fraccionamientos, 2 de ellos para lamuestra VTR22y otros 2 para VTR22 dopado
con 50 ppmde SO, y 1 ¢g/L de ALD, que se mantuvo reposando en anoxia durante 3 dias para
asegurar la formacion de hidroxisulfonatos. Para cada muestra se realizaron 2 fraccionamientos,
uno con 20% de MeOH en las fases de elucion y otro con un 50%. Todas las fracciones se
sometieron al proceso de analisis descrito en el apartado 3.3.3.

En todos los fraccionamientos se eluyeron todas las fracciones presentadasen la Tabla 9, peroen
algunos de ellos las primeras fracciones extraidas, correspondientes a los eluyentes con menor
concentracionde NaCl, no fueronanalizadas, puesen elapartado 3.6.3 se hizosuficiente hincapié
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Figura 7. Evolucion del H2S producido por el vino tras 100 min
de reduccién quimica a 70°C. (n=2)

sobre ellas. En el caso del VTR22 dopado eluido con disoluciones 20% MeOH no se analizaron
a 3 primeras fracciones y parael VTR22 sin dopar eluido también con disoluciones 20% MeOH
los analisis comenzaron al alcanzar la concentracion de sal 3.125M.

3.7 ANALISIS ESTADISTICOY TRATAMIENTO DE DATOS

Se llevaron a cabo célculos estadisticos simples empleando Excel 2013. Para la comparacion de
medias de diferentes grupos de muestras con al menos dos replicas, se llevé a cabo un test t
asumiendo varianzas iguales, considerando resultados significativos a P<0.05.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. OPTIMIZACION DE UN METODO PARA LA REDUCCION
QUIMICA DE LOS PRECURSORES OXIDADOS DEL H,S, MESH Y
ETSH

La muestra de vino fuertemente diluida con salmueray conteniendo el reductor TCEP fue
incubada a 70°C durante tiempos crecientes. La cantidad de H,S liberada fue monitorizada por
GC-SCD del espacio de cabeza, mostrandose los resultados, en forma de areas relativas, en la
Figura 7.
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Tal y como se observa enla Fig. 7 las areas de H,S aumentan hasta los 75 min de incubacién, a
partir de los cuales se estancan, lo que sugiere que se ha completado la reduccion, por lo que se
toman 75 min como el tiempo requerido para la reduccion quimica de los precursores oxidados.

En la Fig. 8 podemosapreciar como, a diferencia de lo observadoen el H,S, el MeSH, EtSH y
DMS medidos no parecen ser afectados de forma significativa por el tiempo de incubacién
aplicado.

Estos resultados son esperados, tanto en cuanto a la rapidez del proceso, como al hecho de que
sea la produccion de H,S la que lleve mas tiempo. La fuerte dilucién de la muestraen el medio
saturado de CI' y la elevada temperatura, justifica que la reduccidn de estos precursores, que a
temperatura ambiente y sin dilucion lleva varios dias, sea tan rapida. La mayor rapidez en la
liberacion de mercaptanos se debe a que estos por fuerza han de ser la parte terminal de la
molécula.

pag. 17

® MeSH
W EtSH
DMS
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4.1.1 Evaluacion del papel del SO, como interferencia en la reduccion quimica de
los precursores oxidados del H,S y mercaptanos ligeros.

30,00
25,00

20,00

15,00
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-:m 01 0 B i

0,00

20ppm SO2 50ppm SO2 20ppm SO2 ALD  50ppm SO2 ALD

Area relativa

Concentracién de SO, afiadido (ppm)

Figura 9. Comparacion sefiales de H»S en vino control y muestras dopadas con SO» y acetaldehido (n=2)

Para ello, se analizo por el procedimiento anterior el mismo vino fortificado o no con cantidades
crecientes de SO, y acetaldehido. Los resultados se muestranen la Fig. 9, en la que se aprecia
como los viales dopados con SO, ofrecieron areas relativas para el H,S mayores a las obtenidas
con el VTR22 sin dopar, por lo que podemos confirmar que el SO, actla como interferencia
positivaaumentando lasefial de H,S. Ademas, laadicionde 1g/L de ALD solo reduce ligera, pero
no significativamente, las sefiales de H,S (t Student P=0,028 para test de dos colas).
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Figura 10. Comparacion sefiales de MeSH, EtSH y DMS en vino Figura 11. Comparacion sefiales de MeSH y EtSH en vino control
control y muestras dopadas con SO; y acetaldehido (n=2) y muestras dopadas con SO y acetaldehido (n=2)

Por otro lado, el MeSH, EtSH y DMS (Fig. 10y 11) no mostraron diferencias significativas al
comparar el VTR22 y el VTR22 dopado, lo cual era esperado.

Por tanto, se ha de concluir que tantoel SO, en su forma libre como combinadasuponenuna clara
interferencia positivaa la hora de cuantificar los precursores de H,S. Esta interferencia no puede
eliminarse, ademaés, poradicionde acetaldehido. Por tanto, la TCEP no puede usarse en unensayo
directo como reductor quimico de los precursores del H2S, ya que parte de la sefial obtenida
procedera de las distintas formas de SO, presentes en el vinoy no de los precursores oxidados de
H,S.
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4.2 ESTUDIO DEL AISLAMIENTO SEMIPREPARATIVO DE LOS
PRECURSORES EN FASE REVERSA (C18)

421 Optimizacion de las fases de elucion

Un pequefio volumen de vino desalcoholizado, fortificado o no con SO, y acetaldehido, fue

fraccionado en el sistema SPE-C18, empleando fases moviles de polaridad decreciente. Cada

fraccion fue reduciday analizada por GC-SCD. Los resultados, como areas relativas se muestran

en las Fig. 12 y 13.
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Figura 12. Comparacion sefiales de H»S en vino control y muestras Figura 13. Ampliacion de la figura 12.
dopadas con SO y acetaldehido tras elucion a través de fase reversa C18
Como puede apreciarse, la adicion de SO, tan solo afecta a la cantidad de H,S medida en las
fracciones eluidas con agua tartérica, lo que confirma que tanto el SO, como sus formas
combinadas apenas se retienen en sorbentes C18. Llama la atencion la mayor area relativa
obtenida en la segundafraccion con el control VTR_DA. También es llamativo el hecho de que
la presencia de acetaldehido parece hacer mas eficiente la reaccion de la TCEP con el SO,
afiadido, facilitando su reduccion a H,S.
También son interesantes los valores obtenidos para los mercaptanos ligeros de mayor
importancia que podemos apreciar en las Fig. 14 y 15.
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Figura 14. Comparacion sefiales de MeSH en vino control y muestras
dopadas con SO y acetaldehido tras elucion a través de fase reversa

C18
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Figura 15. Comparacion sefiales de EtSH en vino control y muestras
dopadas con SO y acetaldehido tras elucion a través de fase reversa



Las tres muestras de VTR_DA control, VTR_DA dopado con SO, y VTR_DA dopado con SO,
y ALD parecen seguir la misma tendencia: la mayor parte del MeSH se recoge en las primeras
fraccionesde agua tartarica eluidas y se observaun repunte en la primera elucién con 50% de
MeOH. EI EtSH Unicamente aparece en las fracciones eluidas con agua tartaricay en la primera
elucion con 50%MeOH.

Por tanto, el sistema C18 permite aislar del SO, y sus aductos y una fraccion de precursores de
H,S, MeSH y EtSH de baja polaridad, eluyendo al 50% de MeOH. La fraccidn de precursores
mas polar, sin embargo, coeluye con el SO, y sus aductos en las fracciones de agua tartarica.

A continuacion, se ensayo la posibilidad de incrementar la retencion de los componentes mas
polares mediante la introduccion de sal tanto en la muestra como en la primera fase de elucion.
Los resultados empleando agua tartarica con exceso de sal (fase 1) y unadisolucion 70% MeOH
(fase 2), se muestran en las figuras 16 y 17.
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Figura 16. Comparacion sefiales de H2S en vino control y muestras Figura 17. Ampliacion de la figura 16
dopadas con SO y acetaldehido tras elucion a través de fase reversa
C18

Ambas figuras evidencian que la adicién de NaCl ha cumplido su funcién, ya que la mayor parte
de compuestos azufrados se concentran en la segunda fraccion de aguatartarica salada, no en la
primera, y es en esta segunda fraccion en la que eluyen tanto el SO, como su aducto con el
acetaldehido. Esto es, tanto SO, como el 1-hidroxietilsulfonato, aumentan su retencién en la fase
C18 en presencia de sal.

Es remarcable que la primerafraccion (denotada H20+NaCl_A) no aumenta con la presencia de
SO, y apenas lo hace con la de su aducto, lo que sugiere que esta primera fraccion contiene
precursores de H,S muy polares que hemos conseguido separar del SO, y de su aducto. Podria
tratarse de los persulfuros de cisteina o glutation, cuyos LogP estimados a pH acido son -1,86 y -
4,44, respectivamente (segin ACD/Labs Percepta Platform, por Chemspider).

Por ultimo, volvemos a confirmar la presencia de unafraccion de precursores menos polares de
H,S (Fig 17), MeSH (Fig. 18) y EtSH (Fig. 19), bien aislada de SO2 y su aductoy que eluye en
la primera fraccion de 70% de MeOH.
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Figura 18. Comparacion sefiales de MeSH en vino control y muestras Figyra 19. Comparacion sefiales de EtSH en vino control y muestras
dopadas con SO2 y acetaldehido tras elucion a traves de fase reversa  gopadas con SO, y acetaldehido tras elucion a través de fase reversa C18
C18

Nuevamente podemos observar en las Fig. 18 y 19 la efectividad de afiadir un exceso de NaCl
tanto a la muestra como al eluyente, ya que los precursores de ambos mercaptanos eluyen mas
tardiamente de lo que se observo en el primer fraccionamiento (Fig.14 y 15) y apenas hay rastro
de su presenciaen la primerafraccion de agua tartaricacon 250g/L de NaCl. Puede pensarse que
se trata de sus disulfuros con cisteina y glutation, que deben ser menos polares que los
correspondientes persulfuros.

4.2.2 Estudio de metodologias para la eliminacion del SO, de las muestras de vino.
Dado el efecto pernicioso del SO,, libre 0 combinado, sobre el ensayo directo con la TCEP, se
ensayaron tres formas, mas 0 menos energéticas, para intentar eliminarlo. Su eliminacién suave
permitiria la determinacion directa de los precursores de H,S. Su eliminacion enérgica
probablemente causariacambioscomposicionales que podrianinvalidar el ensayo, pero puede ser
de utilidad, no obstante, para diagnosticar si alguna de las fracciones que estamos aislando,
contienen o no, SO, libre 0 combinado. En primer lugar, se ensayo el efecto de acidular o no el
vino control con HCl o H,SO,. Los resultados de este ensayo se muestran en la Fig. 20 que da el
promedio de las areas relativas parael H,S junto con las desviaciones estandar de los duplicados
para las muestras de VC (VTR22 control), VC+HCI (VTR22 acidulado con HCI hasta pH=1) y
VC+H,SO, (VTR22 acidulado con H,SO, hasta pH=1)

Area relativa
~ [e)]

N

VC VC+HC VC+H2504
Figura 20. Comparacion sefiales de H»S en vino control y vino acidulado
con HCl'y H2S04.(n=2)
Como puede verse, todas las medidas son bastante similares, no habiendo diferencias
estadisticamente significativas (P=0.072 a una cola). Por ello, se usara H,SO, como el &cido mas
adecuado para experimentos posteriores, ya que no parece ser reducido por el TCEP y presenta
menor volatilidad y menor riesgo de dafar el equipo que el HCI.

A continuacion, se compara la efectividad de los sistemas de eliminacion de SO, ensayados: 1)
acidificacion con H,SO, seguidade desalcoholizacién, 2) purga tipo método Rankine seguida o
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no de unadesalcoholizacion,y 3) incubacionde VTR22acidulado juntoconunatrampade NaOH
1Mdurante 1,5 07 dias (1d, 5d, y7d respectivamente). La cantidad de SO, remanente se muestra
en la Figura 21.
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Figura 21. Concentracion de SOz (ppm) obtenida tras el tratamiento de
VTR22 mediante distintas estrategias

Como puede apreciarse, todos los métodos eliminaron SO,, si bien el mas efectivo, como erade
esperar, fue la purga tipo método de Rankine, que fue capaz de bajar la concentracion de SO,
remanente por debajo de los 0.1 mg/L, seguida por la evaporacion suave en presencia de NaOH
durante 1 semana, en laque laconcentracionremanente bajade 0,25 mg/L. Es precisodeterminar,
sin embargo, si someter a las muestras a estos procesos puede afectar o no a los precursores de
H,S y mercaptanos.

Para verificar este extremo, las muestras tratadas fueron sometidas al mismo fraccionamiento en
C18 previamente desarrollado. Los resultados para el H,S, como areas relativas, se presentan en
la Fig.22.
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Figura 22. Comparacion sefiales de H»S obtenidas en fraccionamientos a través de fase reversa C18 de
VTR_DA control, VTR22 tratado con el método Rankine y VTR22 almacenado con trampa de NaOH.

Puede observarse que la eliminacién del SO, implicano sélo una reduccion en el H,S presente en
la fraccion H20+NaCl_B, lo que era esperado, sino una reduccion evidente de la fraccion A. Esto
no era esperado, ya que en estafraccion no eluia SO, lo que sugiere que los precursores polares
(posibles persulfuros de cisteinay GSH) son afectados por el proceso. Como era de esperar, los
cambios inducidos por la purga tipo Rankine fueron méas drésticos, como sugiere la menor area
registradaen lafraccion A,y las mayoresareas registradas en las fracciones C tanto de agua como
de MeOH.
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Figura 23. Comparacion sefiales de MeSH obtenidas al fraccionars
a través de fase reversa C18: VTR_DA, VTR22 tratado con el

Debe remarcarse que, el hecho de que después de haber eliminado de manera casi completa el
SO,, persista la sefial en la fraccion H20+NaCl_B, sugiere que en la misma, ademas del SO,, hay
una proporcion de precursores de H,S.

En las Fig. 23 y 24 comparamos los resultados obtenidos para el MeSH y el EtSH.
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método Rankine y VTR22 almacenado con trampa de NaOH. Rankine y VTR22 almacenado con trampa de NaOH.

Concentraciénde SO,
(ppm)

Figura 25. Concentraciones de SO medidas tras elucion de vino
sintético a través de Amberlite™ IRA-900

En ambos compuestos se aprecian medidas muy similares al control en el caso de la muestraen
que el SO, se retird suavemente mediante la trampa de NaOH, mientras que la eliminacion
mediante Rankine introduce claras diferencias, induciéndose un aumento de las formas
precursoras de MeSH y EtSH. Esto debe atribuirsea haber sometidoal vino fuertementeacidulado
a elevadas temperaturas (unos 80°C).

4.3 ESTUDIO DE LA ELIMINACION DEL SO, Y DEL FRACCIONAMIENTO
DE PRECURSORES OXIDADOS MEDIANTE RESINAS DE
INTERCAMBIO ANIONICO PURDO.

4.3.1 Optimizacion de las fases de elucion
4.3.1.1 Efecto del pH
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En los dos primeros experimentos, se depositaron 0.5 mL de vino sintético conteniendo 100 ppm
de SO, sobre la resina de intercambio idnico y se realizo la elucion con agua (Fig. 25) y con agua
acidulada (Fig. 26). Como puede observarse, solo se detectd SO, en la primera fraccion de agua
en ambos casos, lo que sugiere que la resina de intercambio anidnico puro empleada es capaz de
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Figura 24. Comparacion sefiales de EtSH obtenidas al fraccionar a
través de fase reversa C18: VTR_DA, VTR22 tratado con el método

Figura 26. Concentraciones de SO2 medidas tras elucion de vino
sintético con eluyentes acidulados con HCI hasta pH 3 a través de



retener eficazmente sulfitos e hidroxisulfonatos, particularmente a pH acido. Dadas las
caracteristicas del proceso de retencion de intercambio idnico, que no es tan rapido como el de
reparto, la pequefia cantidad de SO, no retenida podria deberse no a la incapacidad de la resina
intercambiadora, sino a que la carga de muestra deba realizarse mas despacioy sobre un lecho
algo mayor.

De hecho, cuando se repiti6 el experimento eluyendo muy lentamente muestras de V'S con 100
ppm de SO, libre o con 100 ppm de su aductoy 20 ppm de SO, libre, no fue posible encontrar el
minimo rastro de SO, en las fracciones eluidas, lo que confirmaque la resina Amberlite™ IRA-
900 tiene suficiente capacidad para retener tanto el sulfito libre, como los hidroxisulfonatos,
Gnicamente es necesario eluir la muestra mas lentamente.

Si empleando estas condiciones de retencidny elucidn, se estudia el contenido de precursores de
H,S de las fracciones eluidas en el fraccionamiento del vino a estudio, se obtienen los resultados
mostradosen laFig. 27. Laprimerafraccion se obtuvo con1 mL de aguaa pH neutroy la segunda
con 1 mL de disolucion 70% de MeOH.
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Figura 27. Sefiales de H2S medidas tras elucién de vino VTR22 con eluyentes
acidulados con HCl a través de Amberlite™ IRA-900

En contraste a lo observado en el resto de los experimentos de este apartado que utilizan como
muestra VS, sies posible encontrar compuestos capacesde reducirse a H,S en todas las fracciones
eluidas. Podemos asumir que ningunade las sefiales fue causadapor SO, pues latotalidad de éste
esté retenido en las resinas. Sin embargo, la cantidad de H,S encontrada fue muy pequefia en
comparacion a laobtenidaen los fraccionamientos y analisis efectuados hasta el momento, lo que
parece indicar que buenaparte de los compuestos precursores de H,S también son retenidos por
las resinas junto con los sulfitos e hidroxisulfonatos. Otra evidencia que apoya esta hipotesis es
que no hasido posible encontrar la minima cantidad de MeSH y EtSH, indicando que tanto estos,
como sus precursores, también pueden ser retenidos por las resinas.

Estaretencion porresinas de intercambioionico sugiere que, o bienlos precursores sonanidnicos,
0 que en las condiciones de trabajo pueden desprotonarse formar asociaciones idnicas con los
grupos amino cuaternarios de las resinas. Dado que tan solo los politionatos son aniones puros,
esta segunda opcién es la mas probable, por lo que es asumible pensar que sulfitos e
hidroxisulfonatos serdn mas retenidos que nuestros compuestos de interés, pues su caracter
anionico es mayor. Para corroborar esta hipotesis, se ensayara la elucion con un gradiente con
fuerzaionica (NaCl), de forma que los CI-haran eluir en primer lugar precursores del H,Sy los
mercaptanos y, posteriormente, sulfitos e hidroxisulfonatos.

4.3.1.2 Efecto del aumento del volumen de la resina
Se pudo comprobar que cuando el lecho se aumentd con un 50% mas de resina, la retencién del
SO, y del 1-hidroxietilsulfonato, fue completa, independientemente de la velocidad de elucion.
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Sinembargo, elahorrode tiempo nofue elevado, porlo que se considerd mas conveniente realizar
extracciones mas lentas, pero empleando menos resina.

4.3.1.3 Efecto de la fuerza i6nica y de elucion.
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Figura 28. Sefales de SO» medidas tras elucién de VS dopado con 100 ppm de SOy 1 g/L de ALD a
través de Amberlite™ IRA-900 con eluyentes acidulados con HCly aumentando la fuerza iénica.

El perfil de elucion del SO2 y 1-hidroxisulfonato del lecho deintercambioidnicoconun gradiente
de NaCl, se muestra en la Fig. 28, en la que se confirma como se hipotetizd, que con una
concentracion suficientemente alta de CI- los sulfitos e hidroxisulfonatos retenidos se pueden
extraer de la resina. La mayor parte de estos compuestos eluyeron utilizando una disolucion
0.625M en NaCl y todos los remanentes eluyen con unadisolucion 3.125M. Parece observarse
que empleando disoluciones con 50% de MeOH se consiguio una mejor elucion, mas focalizada
en la fraccion de 0.625M de NaCl.
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Figura 29. Sefiales de H,S medidas tras elucion de VTR22 a través de Amberlitt™ IRA-
900 con eluyentes acidulados con HCl y aumentando la fuerza idnica.

Cuando el fraccionamiento anterior se aplicaal vino aestudio y las fracciones se tratan con TCEP
para evaluar la presencia de precursores de H,S, se obtiene el perfil mostrado en la Fig. 29, que
confirma la elucion de una pequefia cantidad precursores en las tres primeras fracciones, bien
separadas de la zona de elucion del SO, e hidroxisulfonato, lo que sugiere que una proporcion
relevante de precursores, o coeluye con estas interferencias, o no ha salido todavia del lecho.

Comparando estos resultadosconlos obtenidosen el fraccionamiento del vino (VTR_DA control)
através de C18 enel apartado 4.2.1 (Fig. 16 y 17), se concluye que unafraccion considerable de
los precursores de H,S ain debe estar retenida en las resinas. Esta fraccion debe tener un alto
caracter anionico para ser retenida con tanta fuerza, por lo que se ensayaran pHs muy bajos para
intentar su elucion en un préximo experimento.
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Las fracciones eluidas con las concentraciones mas bajas de NaCl podrian corresponder a la
fraccionde precursoreseluidos en la C18 con el 70% de MeOH, mientras que los precursores
aniénicos altamente retenidos corresponderian a la fraccién de compuestos muy polares no
retenidos en la C18.

0,02

W 20%MeOH
0,01 W 50%MeOH
0,005 I
0

OM NaCl 0,005M 0,025M 0,125M 0,625M 3,125M
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

Area relativa
o
o
=
(9]

Fracciones eluidas

Figura 30. Sefiales de MeSH medidas tras elucion de vino sintético con eluyentes
acidulados con HCl'y aumentando la fuerza iénica a través de Amberlite™ IRA-900

En el caso concreto del MeSH (Fig. 30) una cierta fraccion fue muy facilmente eluida gracias al

MeOH sin

la necesidad de incorporar sal, pero el resto solo eluy6 con la disolucion de mayor

fuerza ionica. Cabe destacar que en la fraccion eluida con 50% de MeOH y OM de NaCl, también
se observé un pico correspondiente al MeSH, pero su area no fue suficiente como para permitir
su integracion.

4.3.1.4 Efecto combinado del pH, la fuerza i6nica y de elucion
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Figura 31. Sefales de H>S medidas tras elucion de VTR22 y VTR22 dopado con 50ppm
de SO2 Y 1g/L de ALD con disoluciones 20 y 50% de MeOH aciduladas usando HCI con
gradiente de fuerza iénica y pH a través de Amberlite™ IRA-900
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Figura 32. Ampliacion de la figura 31

Finalmente, se afiadié una ultima fase de elucion de alta fuerzaionicay muy bajo pH. El
procedimiento fue entonces aplicado a vino dopado o no con SO, y acetaldehido, empleandose
dos niveles de MeOH en la fase movil. Los resultados se muestran en las Fig. 31y 32. Puede
observarse que el mejor perfil de elucion se consigue con un 20% de MeOH, ya que se obtiene
una mayor focalizacion del SO, y el hidroxisulfonato, que dejan de eluir en la fraccion C de NaCl
3,125My pH 3. Esto se debe a una mejor solubilizacion de las formas idnicas en un medio mas
acuoso. El perfil de elucion es, no obstante, mucho méas amplio que el obtenidoen la C18
(apartado 4.2.1).

También se observaque a pH=1y alta fuerza idnicase eluye una fraccion de precursores bien
separadadel SO, lo confirma el considerable caracter anionico al pH habitual del vino de algunos
precursores de H,S, que son mas retenidos que los sulfitos e hidroxisulfonatos.

5. CONCLUSIONES

La incubacion de vino fuertemente diluido en salmuera con TCEP a 70°C proporciona una
reduccién rapida y efectiva de los precursores de H.S, pero sufre una fuerte interferencia del SO,,
tanto libre como combinado.

No es factible eliminar de maneracompletael SO, por métodos fisicos sin alterar la composicién
de precursores de H,S y mercaptanos.

Se han conseguido desarrollar dos métodos de extraccion en fase s6lida complementarios, uno en
fase reversa y otro en intercambio anidnico, para el aislamiento de dos fracciones de precursores
oxidados de H,Sy mercaptanos, completamente separadas del SO, en cualquiera de sus formas.

En el sistema C18, es preciso emplear vino desalcoholizado y salado, aislandose una fraccion de
naturaleza muy polar con elucion acido-salina, y una segunda de naturalezano polar con elucion
con el 70% de MeOH.

En el de intercambio anionico, la carga y elucion se han de realizar lentamente, y se consigue una
primera fraccion aisladano aniénica (poco polar) con elucién a baja fuerzaionica, y una segunda
muy anidnica por elucion a alta fuerza iénica y pH muy acido.
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Los resultados sugieren, sin embargo, que hay unatercerafraccion de precursores de naturaleza
polar que en ninguno de los dos sistemas SPE puede separarse completamente del SO ,.
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