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RESUMEN

Los aldehidos y cetonas son los grupos de moléculas con mayor diversidad
sensorial en el vino. Los cambios en las propiedades aromaticas ligadas a procesos de
oxidacion de un vino estdn muchas veces relacionados con la cantidad de aldehidos
presentes. Dichos aldehidos pueden liberarse de sus complejos no volatiles con el SO o
formarse por oxidacion directa a partir de sus diversos precursores una vez que el SO>

libre sea inferior a 5 mg/L.

En este trabajo se ha perfeccionado un procedimiento para la determinacion de la
formacion de aldehidos “de novo” y se ha estudiado el efecto de la dosificacion de
oxigeno en dicho proceso. Para ello se han comparado 4 vinos de diferentes regiones y
caracteristicas, los cuales han sido sometidos a distintos regimenes de oxigeno. Se ha
comparado una disposicion de camara de aire durante 7 dias frente a una
microoxigenacion controlada durante 6 semanas, ambas a 40°C para acelerar las

reacciones de oxidacion.

En ambos sistemas de oxidacion se ha alcanzado la formacion de aldehidos “de
novo”, y no se ha observado un efecto claro de la dosificacion del oxigeno sobre la
formacion de aldehidos una vez normalizados los datos, lo que sugiere tanto que la
formacién de aldehidos “de novo” es independiente de la forma de dosificar el oxigeno,
como que el control correcto del consumo de éste es esencial para la evaluacion

comparativa de la capacidad de vinos distintos de formar aldehidos “de novo”.



ABSTRACT

The aldehydes and ketones are by far the most diverse molecules from a sensory
point of view in the wine. Changes in wine aroma properties linked to oxidation are very
often related to the amount of aldehydes. These aldehydes are released from their non-
volatile complexes with SO2 and they also could be formed by direct oxidation from its

precursors once free SO levels become smaller than 5 mg / L.

The major aim of the present work is to develope a procedure to the formation of
“de novo” aldehydes and to study the effect of the oxygen dosage. Four wines from
different regions and characteristics have been processed under different regimes of
oxygen. A free oxygen consumption (air chamber) for 7 days and a controlled micro-
oxygenation for 6 weeks, both at 40 °C to accelerate both the oxidation reactions, have

been compared.

In both oxidation systems, a formation of “de novo” aldehydes has been reached.
It has not been observed a clear effect of the oxygen dosage on the formation of aldehydes
once the data was normalized. This result suggests that de novo aldehyde formation is
independent on the way in which oxygen is applied and that the accurate control of the
total oxygen consumed will be essential for determining the specific ability of wines for

de novo formation of aldehydes



INTRODUCCION

El vino es una matriz aromatica extremadamente compleja que contiene gran
cantidad de moléculas odorantes pertenecientes a distintas familias quimicas, como
alcoholes, ésteres, aldehidos, terpenos, fenoles o cetonas. Los aldehidos y las cetonas no
representan el mayor nimero de compuestos, ni siquiera las de aroma mas intenso, pero
sin duda son el conjunto de moléculas mas diverso desde el punto de vista sensorial del
vino, jugando un papel relevante en la calidad del mismo. Podemos encontrar aromas
muy diferentes, desde citricos, frescos, dulces, miel (Silvia Ferreira et al. 2002), vainilla,
patata cocida (Escudero et al. 2000%), mantequilla, rancio, pepino, manzana pasada
(Escudero et al. 2002), carton y serrin (Chatonnet et al. 19982, Chatonnet et al. 1998P)

Los cambios en las propiedades aromaticas ligadas a los procesos de oxidacion
estdn muchas veces relacionados con la formacion de compuestos carbonilicos (Azzara
et al. 1992, Jaime-Baro0 et al. 1977). La formacion de algunos de estos compuestos se
debe a la oxidacion directa de alcoholes (Escudero et al. 2000°, San Juan et al. 2012,
Ferreira et al. 2014?), la degradacion de Strecker a partir de sus respectivos aminoacidos
(Rizzi et al 2006), o de compuestos dicarbonilicos o por Ultimo como derivados de los a-
cetoacidos (Pripis Nicolau et al. 2000). De entre los aldehidos estudiados, el metional, el
fenilacetaldehido, y el acetaldehido son los componentes aromaticos con mayor
responsabilidad en la evolucién del aroma del vino y en el propio aroma a oxidado
(Escudero et al. 20002, Escudero et al. 2002, Chatonnet et al. 1998?, Chatonnet et al.
1998P). El metional y el fenilacetaldehido estan relacionados con los aminoécidos
metionina y fenilalanina, de los cuales de manera mas o menos directa proceden. En
teoria, otros aldehidos se pueden formar por este mecanismo, como por ejemplo, el 2-
metilpropanal (isobutiraldehido), el 2-metilbutanal y 3-metilbutanal (isovaleraldehido)
que provienen de la valina, isoleucina y leucina, respectivamente. El acetaldehido sin
embargo, es el producto de oxidacién del etanol (Danilewicz et al. 2007). La aparicion de
estos aldehidos se ve favorecida por las altas temperaturas y la presencia de niveles altos
de oxigeno (Silva Ferreira et al., 2002, Bueno et al. 2010). Por lo tanto, estas moléculas
pueden ser consideradas como indicadores quimicos de los niveles de oxidacién en los

Vinos.



Ademas, los compuestos carbonilicos son moléculas extremadamente reactivas y
se ha demostrado que forman interacciones muy fuertes con otras moléculas (Zapata et
al. 2010), especialmente con el SO (Culleré et al. 2011), que es un aditivo del vino, y con
el grupo amino de los amino&cidos y de las proteinas (Lermusieau et al. 1999). Las
interacciones que forman con el sulfuroso se denominan comunmente combinaciones
bisulfiticas, quimicamente son hidroxialquilsulfonatos y son complejos estables no
voléatiles (De Azevedo et al. 2007; Burrough et al. 1973). Por lo tanto los compuestos
carbonilicos en el vino pueden encontrarse en forma libre, responsables del aroma, o
asociados formando complejos no volatiles, principalmente con el SO2, y por tanto
inodoros. Estos complejos actian como una reserva de carbonilos, desplazandose el
equilibrio hacia la forma libre conforme el SO desaparece por oxidacion (Bueno et al.
2014%).

Durante el periodo de envejecimiento el vino adquiere estabilidad y complejidad
y en los casos donde se gestiona correctamente, se alcanza su maximo potencial,
obteniendo un producto de gran calidad. Por ello, se han publicado muchos estudios sobre
el efecto de microoxigenacion en la composicion polifenolica y el perfil sensorial de los
vinos (Anli et al. 2012, Schidtke et al. 2011), sin embargo no se han determinado cémo
afectan las aportaciones de oxigeno en las diferentes etapas de vinificacion ni se ha

estudiado la posible formacion de compuestos aromaticos de oxidacion en estos procesos.

Actualmente, el proceso de microoxigenacion en depdésitos de acero inoxidable se
ha convertido en una practica comin en bodegas de todo el mundo. La dosis empleada es
generalmente similar a los niveles alcanzados de forma tradicional en las barricas de
madera (20 a 25 mg/ L por afio) (Lemarie et al. 2002), aunque en muchas ocasiones se
emplean dosis mucho mayores para acelerar el proceso (4-7 mg/L /mes). Desde hace
muchos afios se sabe que la formacion de pigmentos mixtos entre antocianos y taninos es
esencial para la estabilizacion del color y para la reduccion de la astringencia. Una de las
vias principales por las que transcurre esta formacion de pigmentos es mediante la
formacién de puentes con el acetaldehido, que se piensa se forma en los procesos de
micro-oxidacion, tanto natural a través de la barrica, como inducida mediante el borboteo
de oxigeno. La existencia previa de acetaldehido ligado al SO2, podria tener un papel
desconocido en este proceso, que hasta el momento no se conoce con precision. La

comprensidn de este papel es esencial para la gestion correcta del oxigeno en la crianza.



Asimismo, el control y la determinacion del oxigeno disuelto durante las etapas
finales de produccion, como el embotellado, tendra también una gran influencia sobre la
vida Gtil de vino; pues el oxigeno presente en la botella oxida preferentemente diéxido de
azufre libre (SO2 ), produciendo no solo una desproteccion del vino frente al oxigeno
(Lopes et al. 2009). sino provocando la liberacion de aldehidos de oxidacion que pudieran

estar ya presentes.

Por todas las razones expuestas en la actualidad no es posible prever la evolucién
de las propiedades sensoriales de los vinos ya embotellados (O Brien et al. 2009), ya que
por lo general se desconoce la cantidad de aldehidos que ya contiene el vino, la velocidad
a la que desaparecera el sulfuroso y la tendencia del propio vino a formar aldehidos de
oxidacion una vez que se haya quedado desprotegido sin sulfuroso libre. Hoy en dia es
posible controlar la entrada de pequefias dosis de oxigeno durante el envejecimiento en
botella controlando la permeabilidad del tapon (Ugliano et al. 2013), lo que se podria
emplear para gestionar el envejecimiento en botella (Lopes et al. 2009), ya que una
entrada minima de aire parece ser necesaria para evitar la formacion de compuestos
azufrados de reduccion. Ahora bien, incluso las pequefias dosis empleadas durante el
envejecimiento en botella, podrian ser suficientes parar influir negativamente en la
evolucion del vino (Godden et al. 2005). Por lo tanto se hace necesario conocer y
determinar la respuesta de cada vino frente al oxigeno, y en particular su tendencia a
formar aromas de oxidacion para poder disefiar el envejecimiento en botella de manera

Optima.

Los objetivos de este trabajo son perfeccionar un procedimiento para la medicion
de la formacion de aldehidos “de novo” durante la oxidacion del vino. Ademas se pretende
estudiar el efecto de la dosificacion de oxigeno en dicha formacién y la relacion de dicha
formacidn con las caracteristicas sensoriales, la concentracion inicial de aminoacidos y

metales de los vinos.

El objetivo académico es desarrollar las cualidades propias de un investigador
mediante la formacién en el método cientifico, el aprendizaje en la utilizacion de recursos
de busqueda de informacion cientifica, la especializacion en el uso de técnicas
cromatograficas, el tratamiento de los datos obtenidos y el reflejo de todo lo aprendido

mediante la escritura de la presente memoria.



MATERIALES Y METODOS

1.- Vinos

En el presente estudio se usaron 5 vinos espafioles comerciales diferentes, 4 tintos

y 1 blanco, provenientes de 5 denominaciones de origen distintas, como se detalla en la

Tabla 1.

Tabla 1. Vinos analizados en el experimento incluyendo cédigo, denominacién de origen, afio,

variedad de uva y grado alcohdlico

%
Vino Caodigo Denominacion ~ Afio  Variedad de la uva Tipo Alcohol
de origen (V/v)
Coto de Hayas CH Campo de Borja 2009 Garnacha Tinto reserva 14,0
Pago de ) ) Tinto joven
PC Ribera del Duero 2013 Tempranillo 13,5
Capellanes roble
Bardn de Ley BL Rioja 2010 Tempranillo Tinto reserva 13,5
N 2013  Cabernet Sauvignon,  Tinto joven 13,5
Vifias del Vero \AY Somontano
Merlot roble
Veliterra VT Rueda 2013 Verdejo Blanco 12,5

2.- Disolventes y reactivos

El etanol utilizado fue suministrado por Merck (Darmstadt, Alemania), acido
tartarico 99%, glicerol 99,5%, 1,2-propanodiol 99,5% y metabisulfito de sodio 97%

suministrado por Panreac (Barcelona, Espafa); hidroxido de sodio 99% por Scharlau

(Barcelona, Espafa); glioxal 40% en agua de Aldrich (Madrid, Spain); é&cido

ortofosforico 85% Panreac (Barcelona, Espafa); peroxido de hidrégeno 3% Panreac

(Barcelona, Espafia) y &cido sulfarico 96% Panreac (Barcelona, Espafia). El agua fue

purificada mediante el sistema Milli-Q® de Millipore (Bedford, Alemania).

Los estandares usados para la cuantificacion analitica y el estandar interno fueron

suministrados por Aldrich, Fluka (Madrid, Espafia) y Firmenich (Suiza). Estandares

quimicos: 2,3-pentanodiona >96%, B-damascenona >93%, 3-(metiltio)propionaldehido
(metional) >97%, benzaldehido >99%, fenilacetaldehido >95%, 2-metilbutanal >95%, 3-




metilbutanal (isovaleraldehido) >97%, isobutiraldehido >99%, furfural >98%, 5-
metilfurfural >97%, acetovanillona >98% vy 2,3-butanodiona (diacetilo) >97%.
Estandares usados como componentes mayoritarios del vino sintético: octanoato de etilo
> 98%, hexanoato de etilo >99%, acido undecanoico >99%, acetato de isoamilo >98%,
acido heptanoico >99%, succinato de dietilo >99%, 2-metilbencilalcohol 98% vy acetato

de etilo >99,7%. Estandar interno: 2- metilbutanoato de metilo >98%.
3.- Base del vino sintético

El vino sintético preparado contenia 11% (v/v) de etanol, 5 g/L de &cido
tartarico, 10g/L de glicerol y 1,5% (v/v) de 1,2-propanodiol. El pH se ajust6 a 3,5 con
hidréxido de sodio 1 M. El 1,2- propanodiol fue adicionado a la mezcla acuosa con la
finalidad de que la solubilidad y la volatilidad de los compuestos de la matriz sintética

fueran lo més parecidas a las de un vino real.
4.- Otros materiales:

En el presente estudio se utilizaron 4 tipos de recipientes cuya diferencia principal
es su permeabilidad frente al oxigeno: recipientes Pyrex de 500 mL suministrados por
Labbox Labware, S.L. (Barcelona, Espafia), recipientes de poliestireno (PS) de 500mL
recipientes de policarbonato (PCB) de 500 mL y recipientes de polietilentereftalatoglicol
(PETG) de 500 mL suministrados por VWR® International Eurolab S.L (Barcelona,

Espafia). Se comprobd que el volumen real de todos ellos era de 600 mL.
5.- Caracterizacion analitica de las muestras
5.1.- Determinacion de didxido de azufre (SO2) libre y total:

La determinacion del SO, tanto libre como total se llevd a cabo mediante dos

métodos de precision y sensibilidad diferentes.
5.1.1.- Método de Rankine

El SO libre y combinado se determiné siguiendo el método de Rankine descrito
en Recueil International des Methodes d’Analyses, Paris 1990, consistente en una
valoracién usando azul de metileno como indicador. Se adicionan 10 mL de vino y se
valoraron con hidréxido de sodio 0,01 M hasta la aparicion de un color verde, para la

determinacion de SO: libre. Para la determinacién de SO, combinado se ha de calentar la



muestra durante 20 minutos antes de realizar la valoracién. Los niveles de diéxido de

azufre total fueron calculados como la suma entre el SO; libre y el combinado
5.1.2.- HS-GC-MS

Se determind el SO libre y total mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas utilizando un método basado en el andlisis directo del espacio
de cabeza (HS-GC-MS) que esta pendiente de publicacion. El instrumento que se utilizd
fue un cromatdgrafo de gases Shimadzu QP-2010. La columna usada fue una DB-WAX
30 m x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 um de espesor de fase. Antes de introducir
cada vial en el carro de muestras se afiadié acido ortofosforico al 85% para favorecer el

medio &cido y asegurar asi que el analito pase a fase gas.

H+
HSO; S H,S0; S (S0, + H,0)gas

5.2.- Determinacion de carbonilos libres y totales

La determinacion de los carbonilos libres se llevd a cabo mediante la
microextraccion en fase solida sin agitacion del espacio de cabeza (HS-SPME) con una
fibra de polidimetilsiloxano / divinilbenceno de 65 um de espesor (PDMS / DVB) de
Supelco (Madrid, Espafia), seguida de una cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). Se utilizé una columna capilar SPB-1 Sulfur 30 m x
0,32 mm de diametro interno x 4 um de espesor de fase. Para la determinacion de los
carbonilos totales se rompieron los complejos formados con el SOz adicionando glioxal 6
g/L y se incubaron las muestras durante 6h a 50°C antes de su analisis. EIl instrumental
utilizado fue un Shimadzu QP-2010 Plus. El procedimiento completo se describe en
Bueno et al. 20142

5.3.- Determinacion de acetaldehido libre y total

El analisis del acetaldehido libre se llevo a cabo mediante HS-GC-MS, el mismo
equipo y con la misma columna que el descrito en el apartado 5.1.2 y que también esta
pendiente de publicacion. Para la determinacion del acetaldehido total se rompieron los
complejos formados con el SO> adicionando glioxal 6 g/L y se incubaron las muestras

durante 6 horas a 50°C antes de su analisis.
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5.4.-Determinacion del indice de polifenoles totales (IPT) e intensidad colorante

El indice de polifenoles totales fue estimado mediante la absorbancia a 280 nm
como fue descrito por Ribéreau-Gayon et al. 1970. La intensidad colorante fue expresada
como el sumatorio de las absorbancias a 420, 520 y 620 nm. Para todas las medidas de

absorbancia se utiliz6 el espectrémetro UV-vis UV-1700 Pharma Spec de Shimadzu.
5.5.- Determinacion de metales

El anélisis de los metales presentes en el vino se llevé a cabo en el Servicio Central
de Analisis (Departamento de Quimica Analitica, Universidad de Zaragoza). Se realiz6
una digestion asistida por microondas de las muestras de vino. Las muestras fueron
analizadas mediante un plasma de acoplamiento inductivo unido a un espectrofotometro

de emision optico (ICP-OES), como fue descrito por Gonzalvez et al. 2008.
5.6.- Determinacion de aminoacidos

Los niveles de aminoacidos en el vino se determinaron por cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC) de fase reversa con derivatizacion previa con 6-
aminoquinolil-N-hidroxi-succinimidil carbamato (AQC) como se describe en Hernandez-
Orte et al. 2003.

6.- Preparacion de los equipos y calibracion

Se llevé a cabo una calibracion para todos los métodos de analisis utilizados en el
transcurso del experimento, pero solo se describird la preparacion del equipo y la

calibracion para la determinacion de los carbonilos.
6.1.- Preparacion del instrumento

Antes de empezar con los andlisis se cambid la configuracion del equipo. Para
comprobar que el equipo estaba en condiciones 6ptimas se utilizé el test de Grob. La
disolucion de Grob es el test mas utilizado para evaluar la calidad de la columna y su
cromatografia. EI método fue desarrollado por los Grob desde 1978 hasta 1982 (Grob et
al. 1978, Grob et al. 1982). Con el equipo totalmente apagado, se mont6 la fuente de
ionizacion de impacto electronico (EI). Se cambi6 la columna, se colocd un “liner”
split/splitless de inyeccion liquida y se instalé la columna al inyector para su purga y
acondicionamiento. Una vez realizado el acondicionamiento, se conect6 la columna al

espectrometro de masas y se comprobd la existencia de fugas. Cuando se alcanzo el vacio
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suficiente en el detector, se realiz6 el “autotunning” del equipo. Una vez realizados estos
pasos se inyectd la disolucion de Grob. Comprobada la idoneidad del equipo se cambio
el “liner” al especifico para SPME y se ajustaron los parametros a los establecidos por el

método para el andlisis de los carbonilos.
6.2.- Disoluciones madre

Se prepararon disoluciones individuales de entre 3 a 20 g/L en etanol del estandar
interno y de cada uno de los analitos a partir de los patrones puros. Las disoluciones se
prepararon por doble pesada, teniendo en cuenta las masas afadidas y la densidad del

disolvente para calcular la concentracién en mg/L segln la Ecuacion 1.

Ecuacién 1:

mg compuesto

m
Concentracion madre (Tg) = g disolucion

X densidad del diolvente (%) X 1000 ml/L

6.3.- Disoluciones intermedias

Se realizaron disoluciones intermedias conjuntas de ciertos analitos en etanol.
Todas las diluciones se prepararon por doble pesada y su concentracion, en mg/L, se
calculd siguiendo la Ecuacion 2. Se realizaron 3 grupos de diluciones (A, B y C) de més
concentradas a menos concentradas. En el grupo A se prepararon 5 disoluciones

intermedias asi como en el grupo B. En el grupo C solamente se prepararon 2 intermedias.

Ecuacién 2:

g disoluciéon madre
densidad del disolvente madre (%)

X concentraciéon madre (%)

m
Conc.dilucion (Tg) = X dens del disolvente diluido (%)

g disolucion diluida

También se prepar6 una disolucion intermedia de todos los compuestos

mayoritarios juntos.
6.4.-Disoluciones de calibrado

Para la preparacion de las disoluciones de calibrado se emplearon distintos
volimenes de las disoluciones Ai-As, B1-Bsy C1.C2 de tal forma que se obtuvieran en los
diferentes puntos de la calibracion las concentraciones de los analitos (ug/L) como se
muestra en la Tabla 2. A la hora de disefiar los puntos de calibracion, se tuvo en cuenta
que la concentracion de unos analitos fuera creciente y de otros decreciente, para evitar

los efectos de masa o saturacion de la fibra de SPME. En cada uno de los puntos se afiadio
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una cantidad fija de 200 pL de la disolucion del estandar interno, 125 ul de la disolucién

de mayoritarios para completar la complejidad del vino sintético (Tabla 3), se afiadieron

distintos volimenes de etanol para que todos los puntos tuvieran el mismo porcentaje y

se enraso a 50 ml de vino sintético.

Tabla 2: Concentraciones de los analitos en cada punto de calibracién.

Concentracién punto 0 punto 1 punto 2 punto 3 punto 4 punto 5
(Mo/L)

acetovanillona 0 3142 1203 488 193 69,7
B-damascenona 0 15,5 3,62 0,90 0,42 0,16
2,3-pentanodiona 0 99,0 23,1 5,73 1,41 0,52
isobutiraldehido 0 59,1 13,8 3,43 0,80 0,29
2-metilbutanal 0 39,3 9,21 2,28 0,65 0,24
isovaleraldehido 0 222 51,8 12,8 3,78 1,39
fenilacetaldehido 0 246 38,9 6,67 0,91 0,14
furfural 0 1902 300 52,1 8,21 1,27
5-metilfurfural 0 0,13 1,17 12,0 100 900
metional 0 0,52 1,74 5,42 21,2 76,4
benzaldehido 0 0,36 1,62 7,73 37,4 178
diacetilo 0 6,27 28,4 135 614 2927

Tabla 3: Concentraciones (mg/L) de los compuestos mayoritarios y del estandar interno en los puntos

de calibracién.

Compuestos mayoritarios

Concentracion (mg/L)

Octanoato de etilo
Hexanoato de etilo
Acido undecanoico
Acetato de isoamilo

Acido heptanoico
Succinato de dietilo
2-metilbencilalcohol

Acetato de etilo

1,0
1,0
1,6
3,1
2,7
10
50

77
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Estandar interno Concentracion (mg/L)

2-metilbutirato de metilo 0,183

7.- Desulfitacion:

Para el estudio de desulfitacion se trabajo siempre con el vino VT y se probaron

varios procedimientos diferentes.
7.1.- Desplazamiento del equilibrio por borboteo con nitrégeno

La técnica del desplazamiento del equilibrio consisti en borbotear el vino, con
nitrogeno 99.9%. Se adicionaron 720 ml de vino en un bote de Pyrex de 1L. Previamente
se bajo el pH de la muestra con acido sulfurico 96% hasta 2 para desplazar el equilibrio
hacia la forma libre del SO y acelerar la desulfitacion. Posteriormente se aplicé a) un
flujo de nitrogeno constante de 7,8 L/min a temperatura ambiente durante 6 horas, b) un
flujo de nitrégeno de 0,25 L/min a temperatura ambiente durante 24 horas y c) un flujo
de 0,73 L/min en un bafio a 40°C durante 3 horas. Las mediciones de SO se realizaron a
lo largo del tiempo por el método Rankine.

N>
HSO; + H* S H,S05 S SO,(gas) + H,0

7.2.- Desplazamiento del equilibrio asistido por vacio

Para la eliminacion del SO libre se utilizo en este caso el Rotavapor® R-215
acoplado a un bomba de vacio V-700 de BUCHI (Suiza). Previamente se bajo el pH de
720 mL de vino hasta 2. En un matraz especifico de 500 mL para el rotavapor se
introdujeron 250 mL de ese vino. Se utilizaron diversas condiciones de presion y
agitacion durante el experimento para comprobar cual era mas efectiva para llevar a cabo
la desulfitacion de las muestras. Las condiciones del rotavapor fueron: a) 135 r.p.m
(revoluciones por minuto) a 25°C con una presion de 640 mbar durante 7 horas, b) 200

r.p.m. a 25°C a 50 mbar durante 4 horas y ¢) 35 mbar a 200 r.p.m durante 1 hora.
7.3.- Oxidacion con peroxido de hidrogeno

Se tratd de eliminar el SO por oxidacion con H20». Por una parte, a 50 mL de vino
se les adiciono la cantidad estequiométrica de H2O- calculada previamente en base a su

contenido en SO- inicial total. A otros 50 mL de vino, también se les adiciond la misma
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cantidad estequiométrica total pero en este caso un 20% del H20, cada 20 minutos,
tardandose un total de 2 horas. Este Ultimo procedimiento se repitié con el vino VV.

S0, + H,0, S H,SO,
8.- Determinacion de la permeabilidad/estanqueidad de los botes

Para la comprobacién de la permeabilidad /estanqueidad de los botes al oxigeno
se utilizaron 8 botes testigo, de los 4 materiales diferentes comentados en el apartado 4.
Cada tipo de bote se prepar6 por duplicado. A cada bote vacio se le pegaron 2 sensores
de oxigeno Pst 6 (PreSens, Alemania), uno en la parte superior para controlar el oxigeno
del espacio de cabeza y otro en la parte inferior para controlar el oxigeno disuelto. Se
llenaron los botes con 300 mL de agua/etanol al 13% (v/v) y se sellaron las juntas entre
los tapones y los botes con cola blanca comercial. Tanto el llenado como el sellado de los
botes se realizaron en el interior de una camara de atmosfera controlada con argon de
Jacomex (Dagneux, Francia), en la cual el oxigeno era inferior al 0.002%. Los botes
fueron introducidos en la camara un dia antes de su llenado para que perdieran todo el
oxigeno propio del material. Una vez sellados se llevaron a estufas precalentadas
previamente a 40°C y se mantuvieron alli los botes de PETG y los de PCB durante 11
dias y los botes de PS y Pyrex 24 dias bajo las mismas condiciones. Durante el tiempo
que permanecieron en la estufa se monitorizé el oxigeno, en el espacio de cabeza y
disuelto, diariamente mediante un analizador de oxigeno Normasense de Normacorc S.A.
(Aubel, Bélgica).

9.- Procedimiento de preparacion de los diferentes sistemas de oxidacion

Se abrieron dos botellas de 4 vinos diferentes (CH, PC, BL y VT) dentro de la
camara de atmosfera controlada. El contenido de las botellas se mezclo en el interior de
la camara facilitando asi su saturacién en argén. Se tomaron muestras para la realizacion
de los andlisis iniciales de IPT, color, carbonilos libres y totales, SO libre y total,
acetaldehido libre y total, metales y aminoacidos. El resto del volumen de vino se dividié
en dos fracciones, cada una de ellas destinada a uno de los dos sistemas de oxidacion

seleccionados.

Sistema de oxigeno disponible: Se adicionaron 300 mL de vino a botes Pyrex con
un espacio de cabeza de aire de 300 mL. Cada vino se prepard por duplicado y se sellaron

los botes Pyrex con cola blanca. Los botes se incubaron a 40 °C durante 7 dias.
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Sistema microoxigenador: En el interior de la camara en ausencia de oxigeno se
adicionaron 300 mL de vino a botes de PS de permeabilidad calculada experimentalmente
(3,89 mg/L dia a 40 °C) con un espacio de cabeza inicial de argén de 300 mL. Cada vino
se preparé por duplicado y todos los botes micooxigenadores se sellaron con cola blanca.
Los botes se incubaron a 40 °C durante 6 semanas.

Todos los botes (Pyrex y microoxigenadores) se introdujeron en la camara un dia
antes de su llenado para que perdieran el oxigeno propio del material y llevaban un sensor
Pst 6 colocado en la zona del espacio de cabeza.

Cada dia se controlé el consumo de oxigeno con el analizador Normasense. Para
la toma de las medidas del oxigeno del espacio de cabeza, se sacaba cada bote de la estufa

uno por uno, se median y posteriormente se volvian a introducir.

Transcurrido el tiempo pertinente a 40 °C para cada sistema de oxidacion se
volvieron a analizar IPT, color, carbonilos libres y totales, SO: libre y total y acetaldehido
libre y total.

10.- Analisis sensorial

Se llevaron a cabo dos tipos de analisis sensorial, uno de ellos cualitativo y el otro
cuantitativo, con las muestras obtenidas de los 4 vinos en las tres condiciones estudiadas
durante el experimento: referencia control (vino inicial), sistema de oxigeno disponible
(vino en botes Pyrex durante 7 dias) y sistema microoxigenador (vino en botes PS durante

6 semanas).

Analisis sensorial cuantitativo (self-adjusting scale): El panel sensorial consistia
en un total de 10 panelistas, 8 mujeres y 2 hombres de entre 23-38 afios de edad. Todos
ellos pertenecian al personal del laboratorio con una larga experiencia en analisis
sensorial y habian sido entrenados previamente en los atributos de oxidacién especificos
que se cuantificaron. Durante las sesiones de entrenamiento, los sujetos se familiarizaron
con aromas de oxidacidn, sus descriptores y en el uso de una escala semiestructurada de
10 cm. Antes de la sesién se presentaron 3 referencias de los atributos a cuantificar. Se
presentaron al panel 14 copas opacas (4 vinos x 3 tratamientos y 2 réplicas) y se pidio que
evaluaran de manera ortonasal la intensidad de los atributos de oxidacién miel, patata

cocida y manzana oxidada. Las copas estaban etiquetadas con cédigos de 3 cifras y se
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dispusieron en los puestos de cata de forma aleatoria. A cada panelista se le entreg6 una
hoja para realizar el test como la que se adjunta en el Anexo 1y se les pidié que puntuaran

estos atributos desde el 0 (aroma nada intenso) a 10 (aroma muy intenso).

Analisis cualitativo de agrupacion libre (Sorting task): Un panel de 14 miembros
evalud sensorialmente por el método de agrupacion libre los 14 vinos (4 vinos x 3
tratamientos y 2 réplicas), los cuales se encontraban en copas opacas etiquetadas con
cddigos de 3 cifras y que se dispusieron de manera aleatoria en los puestos. Se pidi6 a los
panelistas que agruparan las copas de manera libre en funcion de su similitud, ademés
que definieran los grupos formados con un maximo de 3 descriptores por grupo, para
obtener el perfil descriptivo. A cada panelista se le entregd unas hojas para la realizacion

del test como la que aparece en el Anexo 2y 3.

11.- Tratamiento de datos

Se utilizé el programa SPSS 15.0 para Windows para realizar los analisis de
varianza (ANOVA) y se empled el programa The Unscrambler para realizar los anélisis
de componentes principales (PCA). Para la realizacion de los calculos de correlaciones
sencillas se utilizo la hoja de célculo de Excel 2013, ademas se utilizé otro complemento

de Excel llamado el XLSTAT para el analisis jerarquico del cluster (HCA).
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RESULTADOS Y DISCUSION
1.- Calibracion de equipos

Disolucién de Grob: Es el test mas conocido y utilizado para evaluar la calidad e
idoneidad de la columna y de su cromatografia. Su objetivo es monitorizar la eficiencia
de la columna y diagnosticar posibles problemas de adsorcion y/o carécter acido base.
Esta disolucion contiene compuestos de muy variada naturaleza que son capaces de
interaccionar de maneras muy diferentes con las fases estacionarias. EI cromatograma de

la disolucion de Grob que se ha obtenido se muestra en la Figura 1.
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Figura 1: Cromatograma de la disolucion de Grob obtenida.

Se puede observar que el perfil cromatografico obtenido contiene todos los
compuestos que se encontraban presentes en la muestra. Se puede apreciar que la columna
no ha desarrollado actividad &cida, ya que como se observa en el cromatograma el pico
de la ciclohexilamina no presentaba cola y el pico de &cido 2- etilhexanoico no habia
desaparecido. Ademas no se observaron problemas de adsorcion ya que no se observaron

picos anchos o con cola y los tiempos de retencion se adecuaron a lo esperado.

Calibracion del equipo: Para llevar a cabo la calibracidn del equipo se prepararon
diferentes disoluciones madre para obtener una recta que nos sirviera para determinar la
concentracion de cada uno de los analitos en las muestras de vino. Una vez se tuvieron
los cromatogramas se llevd a cabo la integracion de los mismos. Las areas integradas de

los cromatogramas se normalizaron utilizando el patrén interno, obteniendo la areas
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relativas, para evitar los efectos racha. Las areas relativas de los cromatogramas se usaron
en el célculo de la concentracion interpolando los resultados a las rectas de calibrado
constituidas para cada analito. Como para cada analito se calibré6 méas de un orden de
magnitud, se utilizaron rectas de calibracion ponderadas. Este tipo de calibracion otorga
mayor influencia sobre la recta obtenida a los puntos de menor concentracion, y por tanto,
menor incertidumbre. En el Anexo 4 se muestran, a modo de ejemplo, los picos obtenidos

para cada aldehido, su masa/carga (m/z) y la concentracidn en cada caso.

2.- Desulfitacion

El dioxido de azufre se sigue adicionando al vino como un antiséptico, protegiendo
al vino de la proliferacion microbiana, y como agente antioxidante. El didéxido de azufre
afiadido se combina con azUcares, polifenoles y aldehidos, pero siempre existe una
fraccion libre. EI objetivo de esta memoria es encontrar un procedimiento para la
determinacién aldehidos “de novo”. En estudios anteriores (Bueno et al. 2014%), se
establecio que este hecho ocurre a concentraciones de dioxido de azufre libre <5 mg/L.
Por lo tanto se queria partir de vinos desulfitados hasta esa cantidad de SO libre y bajar
de manera considerable el SO» total (20-30 mg/L de SO: total). Se probaron diversos
métodos de desulfitacién obteniendo resultados poco satisfactorios, teniendo en cuenta la
cantidad de vino que se pretendia desulfitar. Todas las medidas de SO se realizaron con

el método Rankine.

Para llevar a cabo el estudio de la desulfitacion se eligié el vino VT, un vino blanco
con una concentracion de SOz libre elevada de 32 + 3 mg/L y una concentracion de SO-
total de 125 + 17 mg/L. Se deseaba realizar una desulfitacion rapida y eficiente de 4
botellas de 750 mL de vino. Para cada procedimiento se fue analizando el SO libre y total
a lo largo del tiempo. Las Figuras 2 y 3 presentan respectivamente la concentracion de
SO libre y total cuando se alcanza el objetivo establecido (< 5 mg/L de SO libre) y

extrapolando el tiempo al volumen deseado de 4 botellas.

19



Concentracion de SOz libre (mg/L)
[ [ ] ] w w
w (=] [#3] o w1 o w

o

6
4
5
B 502 libre inicial
B 502 libre final
15 0 1,67

Tiempo (horas)

2 3
1 \ l
0,92 21,65 46

Figura 2. Comparacion de la concentracion de SO: libre en mg/L inicial y final a los diferentes
tiempos extrapolados para desulfitar un total de 4 botellas segin diversos métodos: 1) borboteo N:
7,8 L/min 2) borboteo N2 0,25 L/min 3) rotavapor 50 mbar 4) rotavapor 35 mbar 5) adicion de la

cantidad estequiométrica de H202 de golpe 6) adicion de la cantidad estequiométrica de H20: de

forma lenta.
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Figura 3. Comparacion de la concentracion de SO: total en mg/L inicial y final a los diferentes

Concentracién de SOztotal (mg/L)
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tiempos extrapolados para desulfitar un total de 4 botellas segun diversos métodos: 1) borboteo N2
7,8 L/min 2) borboteo N2 0,25 L/min 3) rotavapor 50 mbar 4) rotavapor 35 mbar 5) adicion de la
cantidad estequiométrica de H202 de golpe 6) adicién de la cantidad estequiométrica de H20: de
forma lenta.

Se puede observar como se cumplio el primer objetivo, una concentracion <5
mg/L de SO libre, exceptuando el método de desplazamiento del equilibrio por vacio a
50 mbar. Pero en el caso del SO total, los métodos utilizados para llevar a cabo la

desulfitacién no fueron tan efectivos.
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En el caso del borboteo con un flujo de 7,8 L/min, la eliminacion del SO libre fue
practicamente total y para el caso del SO total se consiguio eliminar aproximadamente
un 50%. Usando un sistema multiple de corriente de nitrdgeno (Imagen 1) se pueden
desulfitar las 4 botellas en aproximadamente 1 hora. El problema esté en el coste del
nitrégeno que seria un 60% de una botella (76€, si no se tiene en cuenta el alquiler de la
botella). Ademas aun quedaba demasiado SO- total. Se probd entonces con un caudal
menor, para ver si era igualmente efectivo pero con un menor coste. La cantidad de SO-
libre final en el caso del borboteo con flujo de 0,25 L/min fue similar y se elimind menos
del 50% del SO total, menos que en el caso anterior. Se descartd también porque se
gastaba el 40% de la botella de nitrogeno (40€ sin el alquiler).Se considero acelerar las
reacciones mediante la utilizacion de calor, y para ello mientras se borboteaba el vino se
mantuvo a 40°C en bafio de agua. Al acelerar el desplazamiento del equilibrio también se
acelero el proceso de oxidacion del vino, hasta el punto de percibirse sensorialmente, por
lo que también se descarté este procedimiento (datos no mostrados). Se considerd
entonces la opcion de desulfitar las muestras por el método de desplazamiento del

equilibrio asistido por vacio.

En este caso y a pesar de haber empleado diferentes condiciones de presion y r.p.m
no se consiguio eliminar en proporcion tanto de SO» total como con el borboteo. El SO>
libre si que se elimind (< 5 mg/L). El problema en este caso fue la falta de comodidad. A
50 mbar se tardarian 46 horas en 12 ciclos de 3 horas y 50 minutos, y a 35 mbar se

tardarian 15 horas (12 ciclos de 1 hora y 15 minutos) para desulfitar las 4 botellas.

-_if A",

Imagen 1: Sistema mdltiple de corriente de nitrégeno
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Tras los intentos de eliminar el SO2 desplazando el equilibrio, se paso a probar su
eliminacion por oxidacion con H20.. Ya que se afiadia la cantidad estequiométrica
necesaria, se esperaba la eliminacién total del SO2 en estos experimentos. De nuevo el
SO libre bajo de los 5 mg/L, tanto al adicionar el H>O> de golpe como poco a poco. Como
se puede observar en la Figura 3, solamente la oxidacion con perdxido de hidrogeno
adicionandolo en una cantidad estequiométrica, de forma lenta y periddica, consiguio6
bajar la concentracion de SO; total también por debajo de 5 mg/L. Viendo los resultados
obtenidos se decidié comprobar la efectividad de éste Gltimo procedimiento. Se utilizo el
vino Vifas del Vero (VV), con un SO, total de partida de 75,2 mg/L y un SO libre inicial
de 17,60 mg/L, que son niveles inferiores a los del VT utilizado. Las comparaciones para
los vinos VT y VV para el SO2 medido tras ser oxidado se presentan en las Figuras 4 y
5. Se le adicioné lentamente el peroxido de hidrogeno y se pudo observar que los
resultados en el SO- libre son similares (Figura 4) y la cantidad de SO total remanente

era superior al 20% del inicial como se puede observar en las Figura 5.

Esta desulfitacion rapida se descarto porque en el vino tinto probado el peréxido
de hidrégeno adicionado esta oxidando otros compuestos, posiblemente polifenoles, que

también juegan un papel importante en la oxidacion del vino.

VT
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Figura 4: Comparacion entre la concentracion de SO: libre antes y después de desulfitar los vinos
Vifas del Vero (VV) y Veliterra (VT) con la cantidad estequiométrica de perdxido de hidrégeno

adicionando el 20% cada 20 minutos.
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Figura 5: Comparacion entre la concentracion de SO: total antes y después de desulfitar los
vinos Vifias del Vero (VV) y Veliterra (VT) con la cantidad estequiométrica de perédxido de hidrégeno
adicionando el 20% cada 20 minutos.

3.- Permeabilidad/estanqueidad de los botes testigo

Tras tomar la decision de que no ibamos a eliminar previamente SO2, debiamos
aportar a los vinos mayor cantidad de oxigeno, suficiente para oxidar primero el SOz y
luego los aldehidos. Ademas no sélo se tuvo que realizar un seguimiento de los carbonilos
que se fueron formando, sino también del sulfuroso, libre y total. Se ided un sistema
microoxigenador (botes de diferentes materiales) para simular las condiciones que sufre
el vino dentro en condiciones de oxigenacion controlada. Por otra parte, se ided un
sistema de oxigeno disponible que se asemejaria a un accidente en bodega donde el vino

capta oxigeno de golpe en mayores proporciones.

Se planteo el uso de un sistema de botes cuya permeabilidad fue estudiada. Se
eligieron inicialmente 4 tipos de materiales diferentes: PETG, PCB, PS y Pyrex. El primer
paso fue determinar la permeabilidad de cada uno de ellos. Los tres primeros recipientes
se eligieron como modelos de microoxigenadores, y el recipiente de Pyrex se eligié como
un recipiente donde la permeabilidad seria practicamente nula y se estudié su
estanqueidad. Dentro de la cAmara de anoxia, a cada recipiente se le adicionaron 300 mL
de disolucion hidroalcohdlica al 13% (v/v) en etanol. Los botes se cerraron y sellaron
dentro de la camara. Una vez los recipientes estuvieron preparados, se introdujeron en

estufas a 40°C para acelerar las reacciones de oxidacion. Los resultados obtenidos tras
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medir diariamente el O en el espacio de cabeza y el disuelto en el liquido se pueden
observar en la Figura 6. Se comprob6 que la concentracion de oxigeno disuelto en
comparacion al del espacio de cabeza era despreciable en todos los casos (<4%), por lo
que de cara a la preparacion de los recipientes para los vinos reales se pondria solo un
sensor en la parte superior. Las medidas del O del espacio de cabeza se obtuvieron en
hPa por lo que mediante la Ecuacion 3 se transformé a mg/L. Las medidas de Oz disuelto

se obtienen directamente en mg/L.

Ecuacion 3:

. atm
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—=de 02 = volumen [ x 32000 mg/mol
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Figura 6: Consumo de oxigeno en mg/L de cada bote frente al tiempo en dias. El oxigeno consumido
se representa como el sumatorio entre el oxigeno que se ha acumulado en el espacio de cabeza més el
gue se ha disuelto en el liquido.
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Estudiando las pendientes (mg/L dia) obtenidas de los gréaficos, las conclusiones
que se obtienen son las siguientes. En los botes Pyrex la entrada de oxigeno fue de 0,064
mg/L dia, una cantidad despreciable frente a los 300 mL de cAmara de aire que se deseaba
poner en los botes. Es decir, que en 7 dias que se pensaba mantener el experimento
entrarian 0,45 mg/L despreciables frente a los 262 mg/L tedricos de oxigeno de la cAmara
de aire. La pendiente de la recta es la misma por lo que el oxigeno que entra es el mismo,
pero se observan diferencias entre las réplicas Ay B, posiblemente por el oxigeno residual
inicial del bote. Por lo tanto, este tipo de bote por ser estanco se eligi6 como modelo de
sistema de oxigeno disponible en el espacio de cabeza.

Los resultados de la permeabilidad de oxigeno en cada recipiente
microoxigenador se muestran en la Tabla 4. La reproducibilidad de los botes PS y PCB
fue muy buena, con pendientes similares y coeficientes de correlacion >95%. Los botes
PETG no fueron tan reproducibles, no entro la misma cantidad de oxigeno en ambos. A
la vista de los resultados, se selecciono el bote PS como el microoxigenador para utilizar
con vinos reales, ya que en un estudio anterior (Bueno et al. 2014°) se estim6 que el

consumo de O necesario para llegar a la zona de formacion, estaria entre 40-100 mg/L.

Tabla 4: Comparacién de la permeabilidad al oxigeno de los diferentes tipos de microoxigenadores a
una temperatura de 40°C

Microoxigenador Permeabilidad O, mg/L dia
PS 3,88
PCB 3,31
PETG 0,52
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4.- Consumo de oxigeno de las muestras de vino bajo los diferentes sistemas de

oxidacion
Microoxigenacion

Los resultados del consumo de oxigeno observados para cada vino en los
microoxigenadores (botes PS) se detallan en la Figura 7. EI consumo de O se calculd
como la diferencia del oxigeno que permeaba (calculado previamente a través de la
permeabilidad del bote testigo a 40°C) y el oxigeno que se media diariamente mediante
los sensores situados en el espacio de cabeza. Las mediaciones del espacio de cabeza se
tomaban varias veces al dia, al inicio del experimento. Observando las fluctuaciones
causadas por las bajadas de temperatura al realizar las mediciones, se establecid que la
mejor manera era medir siempre a la misma hora cada dia. Se observé que los cambios
bruscos de temperatura afectaban al equilibrio entre el oxigeno disuelto en el vino y el
oxigeno que se encontraba en el espacio de cabeza, y esto podria explicar las fluctuaciones
que se observan en los graficos.
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Figura 7: Consumo de oxigeno en mg/L de los 4 vinos en los microxigenadores PS frente al tiempo en
dias.
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Se realizaron mediciones del oxigeno durante 42 dias y como se puede observar
sorprende que el consumo de los vinos tintos es bastante similar. EI vino CH consumio
54,8 £ 12,2 mg/L, el vino PC, mucho méas reproducible, consumi6 61,6 + 0,5 mg/L de
oxigeno y el vino BL 64,8 + 11,4 mg/L. Las diferencias entre las réplicas a veces se
explican por la imprecision del sensor, un 3% de la medida obtenida (especificaciones
técnicas recogidas en el manual). El vino blanco VT tuvo un consumo de oxigeno
ligeramente menor en comparaciéon con los vinos tintos (47,1 £ 1,7 mg/L) como se
esperaba. Este hecho esta relacionado con la menor cantidad de polifenoles presentes en
el vino blanco. Se puede observar también, que con el método de microoxigenacion el

consumo de oxigeno se va acelerando.

Sistema de oxigeno disponible

Para el sistema de oxigeno disponible el O, consumido se calculd como la
concentracion de oxigeno disponible inicial (262 mg/L) menos el medido en el espacio
de cabeza. Estos valores parecian demasiado bajos. Ademas, se observo que la réplica A
y la réplica B de los botes Pyrex de todos los vinos habian sido demasiado diferentes,
seguramente debido al modo de preparacion. Para asegurar que los bajos valores de
consumo de oxigeno en los botes Pyrex no se debian a que inicialmente no hubiera O>
suficiente, se prepar0 otro bote testigo diferente, con 300 mL de vino sintético con dos
sensores (en el espacio de cabeza y en el liquido) y que se preparé con camara de aire y
se sello de la misma forma que los botes con vinos reales. El bote se sacé de la camara
antes de sellarlo, se esperaron 30 segundos a que se intercambiara el argon por aire y se
forzé la entrada de mas aire en el espacio de cabeza pipeteando 10 veces con una pipeta
Pasteur de 3 mL vacia. La mayor parte de la irreproducibilidad viene dada en el paso del
sellado con cola, cuyo tiempo variaba, obteniéndose distintas cantidades de O inicial en
el espacio de cabeza de cada bote. Se esperaba que en el espacio de cabeza de partida
hubiera 262 mg/L de oxigeno disponible, para que el vino captara lo que deseara. Pero
realizando mediciones rapidas y consecutivas con el sensor en este bote testigo, se
comprobd que se partia de una concentracion aproximadamente de 100 mg/L, que serian
suficientes para asegurar que cada vino tomara el oxigeno que quisiera. Al no controlar
exactamente la cantidad inicial de O2 que habia en los botes Pyrex, no se pudo calcular el

consumo de oxigeno de los vinos a través de las medidas tomadas con el sensor.
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Para los botes Pyrex se calculé el O> consumido utilizando la diferencia de
absorbancia medida a 420 nm. En un estudio realizado anteriormente se encontrd una
correlacion entre el consumo de oxigeno medido con el mismo sensor y la diferencia de
absorbancia a 420 nm, como se explica mas detalladamente en Ferreira et al. 20142, Para
determinar si los resultados obtenidos por este método eran comparables a los del sensor
en nuestras muestras, se realiz un test t por parejas, relacionando ambos métodos con
los datos obtenidos en los microoxigenadores PS. Se concluydé que no habia diferencias
significativas entre unos resultados y otros, por lo que para calcular el consumo de
oxigeno de los botes Pyrex se utilizd la correlacién antes descrita (diferencia de
absorbancia a 420 nm). Los resultados obtenidos del consumo de oxigeno de los 4 vinos

estudiados se muestran en la Figura 8.
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Figura 8: Consumo de oxigeno de cada vino calculada mediante la absorbancia a 420 nm en el sistema

de oxigeno disponible tras una semana a 40°C.

Se puede observar que el vino BL ha sido el que mayor cantidad de oxigeno a
consumido con el sistema de oxigeno disponible, practicamente el doble en comparacion
con el resto de los vinos. EI consumo de los vinos CH y PC ha sido practicamente el
mismo, unos 13 mg/L. En el caso del VT, que es el vino blanco, el consumo ha sido menor
en comparacion con los vinos tintos, como ocurrio en el caso de los microoxigenadores.
Los resultados de consumo de oxigeno en el Pyrex son concordantes con los resultados

obtenidos con los microoxigenadores.
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5.- Parametros de formacién: comparaciones entre los distintos sistemas de oxidacion

Se han evaluado los distintos sistemas de oxidacion (sistemas de oxigeno
disponible y microoxigenacion) a través de diversos parametros en base a los resultados
obtenidos de oxigeno consumido y SO2 (Anexo 5) y la concentracion de aldehidos (Anexo
6). Solamente se han calculado estos pardmetros para los 3 aldehidos sensorialmente méas
importantes (metional, fenilacetaldehido y acetaldehido) y para los otros 3 aldehidos de
Strecker (isobutiraldehido, 2-metilbutanal, isovaleraldehido), que en estudios anteriores
(Bueno et al. 2014°) han cobrado importancia como indicadores de oxidacion. El resto de
los resultados obtenidos de los carbonilos libres y totales se recogen en el Anexo 7.

El primer parametro estudiado fue la formacion neta de aldehido. Se calculé como
la diferencia de aldehido total en el momento final y aldehido total en el momento inicial
(Tabla 5).

Tabla 5: Formacion neta en ug/L, exceptuando el acetaldehido (mg/L) de los aldehidos bajo los dos

sistemas de oxidacién en los 4 vinos estudiados.

Formacion neta

Isovaleraldehido Isobutiraldehido 2-metilbutanal
Pyrex PS Pyrex PS Pyrex PS
Media S Media S Media S Media S Media S Media S
CH 169 3,54 180 15,8 106 445 701 642 117 026 10,3 0,05
PC 18,8 4,65 742 595 6,74 056 4493 483 0,71 008 439 043
BL 3972 19,9 162 2,03 866 500 455 337 143 054 723 0,25
VT 237 2,20 113 20,3 314 044 241 638 056 002 207 0,38
Acetaldehido Metional Fenilacetaldehido
Pyrex PS Pyrex PS Pyrex PS
Media S Media S Media S Media S Media S Media S
CH -182 391 -041 102 317 022 161 037 255 489 863 1,03
PC -122 0,64 577 3,49 1,68 006 593 087 280 527 548 422
BL 185 1,10 30,7 0,53 349 039 137 036 449 866 746 4,49
VT 15,2 8,21 7,98 4,02 1,17 0,17 9,85 3,29 16,7 5,94 111 30,6
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En ambos sistemas de oxidacion las concentraciones de SO: libre fueron inferiores

a 5 mg/L y como se observa en la Tabla 5, se ha logrado en ambos casos llegar hasta el

punto en el que comienza la formacion de aldehidos “de novo”. Cabe destacar que el

acetaldehido en el caso de los vinos CH y PC da una cifra negativa. Eso nos indica que

habia mayor concentracion de acetaldehido en el vino inicial que en el vino oxidado en

los sistemas de cdmara de aire, es decir desaparece, se oxida o reacciona. Se puede

observar que la formacién neta ha sido mayor en los microoxigenadores mantenidos 6

semanas a 40°C.

Ya que los botes han estado diferentes periodos de tiempo consumiendo O, a 40

°C, se decidi6 normalizar la formacién neta por los mg/L del oxigeno consumido en cada

recipiente (Tabla 6). Se puede observar que la diferencia una vez normalizando los

recipientes no es tan elevada.

Tabla 6: Formacion de aldehidos normalizada por el oxigeno consumido para cada sistema de

oxidacion en los 4 vinos estudiados.

Formacion normalizada por el oxigeno consumido

Isovaleraldehido Isobutiraldehido 2-metilbutanal
Pyrex PS Pyrex PS Pyrex PS
Media S Media S Media S Media S Media S Media S
CH 1,35 0,30 341 1,05 0,80 0,36 1,31 0,28 0,09 0,02 0,19 0,04
PC 1,53 0,07 1,20 0,08 0,57 0,16 0,72 0,07 0,06 0,01 0,07 0,01
BL 1,68 0,55 2,53 0,41 0,37 0,15 0,70 0,15 0,06 0,01 0,11 0,01
VT 2,75 0,09 2,39 0,51 0,37 0,10 0,51 0,10 0,04 0,00 0,04 0,00
Acetaldehido Metional Fenilacetaldehido
Pyrex PS Pyrex PS Pyrex PS
Media S Media S Media S Media S Media S Media S
CH -1,45 0,29 0,01 0,19 0,25 0,02 0,30 0,06 2,03 0,42 1,61 0,34
PC -1,02 0,25 0,09 0,06 0,14 0,02 009 014 229 0,03 0,88 0,08
BL 0,83 0,11 0,48 0,08 0,16 0,01 021 0,04 199 0,01 1,17 0,28
VT 1,83 0,17 0,16 0,08 0,14 0,04 021 0,07 1,90 0,45 2,37 0,73
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El tercer pardmetro considerado fue la normalizacion de la formacion de aldehido
descontando la cantidad de oxigeno invertido en oxidar el SO, (Tabla 7), teniendo en

cuenta que cada mol de oxigeno oxida dos moles de SO»

2HSO; + 0, 2 2502~ + H*

Tabla 7: Formacion de aldehidos normalizada por el oxigeno consumido no invertido en oxidar el

SO:2. Resultados mostrados solo para vinos tintos.

Formacién neta normalizada por el oxigeno consumido no invertido en SO2

Isovaleraldehido Isobutiraldehido 2-metilbutanal
Pyrex PS Pyrex PS Pyrex PS
Media S Media S Media S Media S Media S Media S
CH 3,39 1,07 4,10 1,42 2,04 1,10 1,57 0,40 0,23 0,07 0,23 0,06
PC 3,03 0,48 1,38 0,09 1,10 0,19 0,83 0,08 0,11 0,01 0,08 0,01
BL 2,24 0,60 2,80 0,50 0,49 0,17 0,78 0,09 0,08 0,01 0,12 0,02
Acetaldehido Metional Fenilacetaldehido
Pyrex PS Pyrex PS Pyrex PS
Media S Media S Media S Media S Media S Media S
CH -358 0,37 0,02 0,22 0,63 0,11 035 008 512 1,55 1,93 0,44
PC -1,98 0,28 0,10 0,06 0,27 0,01 0,11 0,01 4,552 0,44 1,02 0,88
BL 1,12 0,22 0,53 0,09 0,21 0,03 0,23 005 2,68 0,18 1,30 0,33

Los resultados del vino VT para el pardmetro de formacion de aldehidos
normalizado por el oxigeno consumido no invertido en oxidar el SOz se presentan por
separado en la Tabla 8. Los valores negativos, del sistema de oxigeno disponible, en este
caso no significan lo mismo que en las tablas anteriores. Tedricamente este vino no ha
consumido suficiente oxigeno para explicar la oxidacion de todo el SO, por lo tanto no
se deberia haber comenzado la formacién de aldehidos. Sin embargo en los valores netos
se ha visto formacion. Estos resultados son concordantes con un estudio realizado por
Vanesa Carrascon y Ernesto Franco, aun pendiente de publicacidn. Este estudio se realizo
con el vino VT 2012, en condiciones anoxia a 50°C. Se observé que 13 mg/L de SO, total
desaparecieron en 7 dias y hasta 20 mg/L a lo largo de 23 dias (Tabla 9). Esta desaparicion

confirma que el vino estudiado VT 2013 si que invirtié oxigeno en oxidar aldehidos.
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Tabla 8: Formacion de aldehidos normalizada por el oxigeno consumido no invertido en oxidar el

SO:2. Resultados mostrados solo para el VT

Formacion neta normalizada por el oxigeno consumido no invertido en SO2
Isovaleraldehido Isobutiraldehido 2-metilbutanal
Pyrex PS Pyrex PS Pyrex PS
Media s Media sd Media sd Media sd Medi sd Media sd
vT -115 148 008 142 -152 016 104 039 -017 0,01 0,08 0,02
Acetaldehido Metional Fenilacetaldehido
Pyrex PS Pyrex PS Pyrex PS
Media  s.d Media sd Media sd Media sd Medi sd Media sd
vT -731 372 032 013 -057 006 042 018 -813 3,17 481 1,85

Tabla 9: Concentracién de SO2 total medido al mantener el vino VT 2012 a 50°C sin oxigeno

durante 23 dias.

Dias 0 7 23
SO; total
166 153 147
(mg/L)

Se realizaron ANOVA de dos factores (sistema de oxidacion, vino y se estudio la

interaccion entre ambos) de cada parametro calculado. La significacion de los resultados

obtenidos se muestra en la Tabla 10.

Se puede observar que en la formacion neta se dan muchas interacciones, pero

cuanto mas se normaliza el parametro, éstas interacciones disminuyen y el nivel de

significacion de los factores también. Como ejemplo para explicar que es una interaccion

se construyo la Figura 9. En este estudio una interaccion entre los factores significa que

los sistemas de oxidacion se comportan de forma diferente para cada vino estudiado.
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Tabla 10: Nivel de significacion de los resultados de los ANOVA de los diferentes parametros de

formacion con respecto al sistema de oxidacidn, al tipo de vino y a la interaccion entre ambos.

Sistema
Sistema de oxidacion x
oxidacion Vino Vino
Formacion neta
acetaldehido * folekad *
isobutiraldehido falaiad faladal okl
2-metilbutanal Fxk falaiad falaid
isovaleraldehido fakeal okl **
metional fakea okl wx
fenilacetaldehido fakea n.s. *
Formacién / O2 consumido
acetaldehido n.s. okl ol
isobutiraldehido * ke n.s.
2-metilbutanal *x fakea *
isovaleraldehido n.s. *
metional n.s. *x n.s.
fenilacetaldehido * n.s. *
Formacion / Oz consumido no invertido en SO2
acetaldehido fakea falalel Fedek
isobutiraldehido n.s. * n.s.
2-metilbutanal n.s. *x n.s.
isovaleraldehido n.s. n.s. n.s.
metional *x Fxk *
fenilacetaldehido Fhx n.s. n.s.

*<0,05; **<0,01; ***< 0,001

BL CH PC

B Micro mPy

Figura 9: Ejemplo de la interaccion entre el vino y el sistema de oxidacion para el parametro de
formacion del acetaldehido corregido por el O2consumido no invertido en oxidar el SO2. Micro:

microoxigenador; Py: sistema de oxigeno disponible (Pyrex).
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A la vista de la falta de significacion para algunos de los aldehidos, en el parametro
de formacion normalizado por el oxigeno consumido no invertido en SO, para el factor
sistema de oxidacion (Tabla 10) se buscaron correlaciones entre ambos sistemas. Para el
isobutiraldehido (Figura 10) se puede observar como a medida que se van normalizando
los parametros, la correlacion entre ambos sistemas de oxidacion es mayor. En este
ejemplo y para el 2-metilbutanal la pendiente llega a ser muy similar a 1, y por lo tanto
los pardmetros de ambos sistemas de oxidacion son muy similares. En los Anexos 8-12,

se muestran las correlaciones de los restantes aldehidos.
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Figura 10: Correlacion entre los sistemas de oxidacion para la concentracion de isobutiraldehido a
medida que se van normalizando los parametros. A) Formacién neta; B) Formacion/ oxigeno
consumido; C) Formacion/ oxigeno no invertido en oxidar el SO2. Py: sistema de oxigeno
disponible.

34



Las correlaciones obtenidas sorprenden, ya que en funcion de estos datos podria
plantearse la hipotesis de que la formacion de aldehidos es independiente del sistema de

oxidacion que se ha usado.

6.- Correlaciones con aminodcidos y metales

En el presente estudio se quiso también correlacionar la presencia de metales y
aminoécidos con los parametros calculados y con las concentraciones de carbonilos
totales iniciales, ya que en estudios anteriores (Ferreira et al. 2014%) se habian encontrado
indicios de que podria haber ciertas relaciones. Las concentraciones obtenidas tanto de
los aminoacidos como de los metales se pueden observar en la tabla de todos los

resultados en el Anexo 13.

Aminoé&cidos: No hay correlacion entre los aminoacidos y los parametros de
formacion calculados pero se observo que solamente para el metional habia una
correlacién clara con la metionina, en concordancia con lo observado en Ferreira et al.
2014, En el resto de los 4 aldehidos de Strecker estudiados se observo que habia una
cierta tendencia pero no se puede afirmar que a mayor concentracion inicial del
aminodcido precursor mayor cantidad de aldehidos totales iniciales. Podria deberse a que

no se han estudiado suficientes vinos.

Metales: No se han encontrado correlaciones entre los metales y los parametros
de formacion calculados, ni con las concentraciones de aldehido total inicial. Como se
puede observar en el Anexo 13 no se ha podido estudiar las correlaciones con el cobre

porque se halla por debajo del limite de deteccion en la mayoria de los vinos.
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7.- Anélisis sensorial

Analisis cualitativo de agrupacion libre (sorting task): En el dendograma
obtenido del test de agrupacion libre (Figura 11) podemos ver como se agrupan las
diferentes muestras. Fueron concordantes con lo esperado, ya que la mayoria de los
panelistas agruparon los vinos por su grado de oxidacién. Podemos observar que las

réplicas se encuentran agrupadas juntas.

Los vinos iniciales y aquellos contenidos en botes Pyrex se englobaron en el grupo
I, donde hemos visto que el grado de oxidacion fue menor. Los jueces describieron este
grupo como especiado, fruta roja, compota. En su mayoria son vinos envejecidos en
barrica de roble, lo que justifica las notas especiadas, de cuero y fruta pasa. Destaca que
en los descriptores no encontramos ninguna nota relacionada con la oxidacion. Esto puede
ser debido a que una ligera formacion de aldehidos (metional) ha sido correlacionada con
aromas agradables de fruta madura por otros autores (San Juan et al 2011). Ademés en el
caso de los vinos almacenados en los botes Pyrex (vinos PC y BL) se observa un aumento
en la concentracion libre de diacetilo (aroma a fresa/nata) y 2,3-pentanodiona (aroma a
gominolas) (Anexo 7) cuyos aromas agradables podrian enmascarar el leve olor de

oxidacion.

Por otro lado, el vino blanco de referencia y el contenido en el bote Pyrex fueron
agrupados conjuntamente en el grupo Il y fueron descritos como fruta tropical, fruta
blanca, floral, sin detectar tampoco ninguna nota de oxidacion. En el grupo Il se han
agrupado las dos muestras de vino blanco contenido en los botes microoxigenadores, este
grupo fue descrito como basura, oxidado. El grupo con mas descriptores de oxidacion fue
el grupo IV, donde se agruparon todas las muestras de vino tinto que habian estado
contenidas en los botes microoxigenadores, coincidiendo con los resultados de formacion
de aldehidos que también fue mucho mayor. Todas las muestras fueron descritas como

fruta pasa, miel, verdura cocida.
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Figura 11: Dendograma obtenido por medio de cluster de los datos en el test de agrupacién libre.
Descriptores mas empleados por los jueces en la descripcion de los grupos. CH: Coto de Hayas; BL.:
Bardén de Ley; PC: Pago de Capellanes; VT: Veliterra; PYR: Pyrex; MICRO: Microoxigenadores y

0: Vino de referencia.

Analisis sensorial cuantitativo (self-adjusting scale): Antes de comenzar el
tratamiento de estos datos se realizé un ANOVA de tres factores (juez, muestra y réplica).
Se encontro interaccidn muestra por juez y por ello se realiz6 un PCA para cada atributo
para ver como se distribuyen los jueces, y asi asegurar que todos los jueces utilizaban la
escala de la misma forma. Para cada atributo hubo dos jueces que no valoraron de la
misma forma que el resto y no se tuvieron en cuenta sus puntuaciones a la hora de realizar
el analisis estadistico. A modo de ejemplo se muestra el PCA para el atributo miel y como
se puede observar en la Figura 12 se descartaron los jueces MA y J. Eliminados los
jueces, se repitio el mismo ANOVA y no se encontraron diferencias significativas para
las réplicas. Para cada juez se calculé el valor medio de las réplicas. Tras esta operacion
se realiz6 un ANOVA de dos factores, sistema de oxidacion y vino. No se encontraron
interacciones entre ambos factores por lo que se presentan los datos por separado. En los
casos donde se encontraron diferencias significativas (p< 0,05) se realizé un analisis tipo
Duncan para formar agrupaciones. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 13
y Tabla 11.
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Figura 12: Analisis de componentes principales (juez/ muestra) para el atributo miel.
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Figura 13: Puntuaciones sensoriales medias de los vinos estudiados. Las barras de error se han
calculado como s/(n) *2.; s) desviacion estandar; n) nimero de panelistas. Letras diferentes indican
la presencia de diferencias significativas entre muestras (p < 0,05); letras iguales indican la

presencia de una tendencia (p <0,1).

Tabla 11: Medias y error estandar de la media (s. e. m) de los atributos de oxidacion por vino.
n .s: no significativo; *** (p < 0,001)

CH PC BL VT Significacion
media s.eem media s.eem media s.e.m media s.e.m
Miel 3,94° 1,13 2,378 0,85 4,54° 1,09 2,312 1,08 falaie
Patata cocida 4,02 1,08 2,93 1,09 4,58 1,19 2,58 0,96 n.s.
Manzana
oxidada 3,92 1,17 2,08 0,89 3,31 0,99 3,98 1,25 n.s.
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En cuanto a los sistemas de oxidacion se han encontrado diferencias significativas
(p< 0,05) para los tres atributos de oxidacién. Como se puede observar en la Figura 13,
la mayor puntuacion para todos los atributos fue obtenida en los tres casos por el sistema
de microoxigenacion, que como ya hemos comentado anteriormente fue el que presentaba
mayor grado de oxidacion (formacion neta). Para los atributos patata cocida y manzana
oxidada este sistema se diferencia significativamente de los otros dos. Sélo para el
atributo miel se diferencia el vino de referencia, del que estuvo 7 dias en bote Pyrex, del
microoxigenador durante 6 semanas. Los valores no nulos de los vinos control pueden
deberse al hecho de haberlos conservado en la cdmara (sin presencia de oxigeno) durante
todo el experimento y podrian haber evolucionado ligeramente.

Segun el factor vino (Tabla 11), s6lo se encuentran diferencias significativas para
el atributo miel. Sorprendentemente, en este caso el vino PC se agrupa junto al vino VT
(blanco), al contrario de lo que se observo en el test de agrupacion libre de forma general.

Observando estos resultados se correlacionaron los aldehidos libres
(fenilacetaldehido, metional y acetaldehido) que se habian determinado mediante las

técnicas de cromatografia, con las medias sensoriales para cada atributo (Figura 14).
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Figura 14: Correlacion del logaritmo de la concentracion en mg/L, de los compuestos libres
responsables de los aromas miel, patata cocida y manzana oxidada frente a las puntuaciones medias

sensoriales obtenidas.
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Se puede observar que las concentraciones iniciales en cada vino son diferentes y
son puntuadas acorde a esas diferencias. Se observa que a concentraciones iniciales
pequefias del compuesto los valores ortonasales obtenidos son bajos, pero conforme el
vino evoluciona y aumentan las concentraciones del analito libre los vinos reciben una
puntuacion mayor de los atributos correspondientes. Es decir, existe una correlacion

positiva entre la cantidad de aldehido libre y la puntuacion obtenida.

Evolucion del color: Los anlisis sensoriales se llevaron a cabo en copas negras,
porque el estudio se centrd en el aroma de los aldehidos. También para evitar prejuicios
del panel al observar el color de las muestras. A posteriori y a modo de curiosidad algunos
miembros del panel entrenado quisieron ver la evolucion del color. Se tom6 nota de sus

comentarios y se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12: Comentarios sobre el color de las muestras (a) del menisco (b) de cada vino en cada

recipiente.
CH PC BL VT
Inicial a- Granate a- Cereza a- Granate a- Amarillo pajizo
b- Rubi picota b- Rubi b- Acerado/incoloro
b- Violaceo
Pyrex a- Rubi a- Cereza a- Rubi a- Amarillo pajizo
b- Rubi picota b- Marron/teja b- Amarillo
b- Granate
Microoxigenador a- Marron/teja a- Rubi a- Marrén/teja a- Amarillo dorado

b- Marron/teja b- Marrén/teja b- Marrén/teja b- Amarillo

Se observa una clara evolucion del color a lo largo de la oxidacion, coherentes con
los resultados espectrofotométricos del Anexo 14. Los vinos tintos control presentan
tonalidades granates en el caso de los reservas y cereza picota en el caso del vino joven.
El espectro de un vino joven en general presenta un maximo a 520 nm, correspondiente
al color rojo, y unas componentes amarilla (420 nm) y azul (620 nm) relativamente
importantes. Con la oxidacion los vinos tintos evolucionan hacia tonalidades mas
marrones. En los datos espectrofotométricos se observa un aumento de la componente
amarilla frente a la roja (absorbancia 420/520) con la oxidacion, llegando a ser mayor el

valor obtenido a 420 que a 520 en el caso de los microoxigenadores.

En el vino blanco (VT) el color evoluciona de un amarillo pajizo a tonalidades
doradas con la oxidacion. . El vino blanco presenta su maximo a 420 nm por lo que posee

unas componentes amarillas importantes.
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CONCLUSIONES

Ambos sistemas de oxidacion estudiados han alcanzado la formacion de aldehidos
“de novo”, aunque los vinos en el sistema de oxigeno disponible consumieron menos

oxigeno del esperado.

No se ha observado un efecto claro de la dosificacion del oxigeno sobre la
formacion de los aldehidos una vez se normalizan los resultados por el oxigeno
consumido no invertido en oxidar el SO, Este importante resultado sugiere que la
formacion de aldehidos “de novo™ es un parametro independiente tanto de la cantidad de
oxigeno dosificada, como de la forma en que se dosifico, requiriéndose mas esfuerzo
experimental para verificar la generalidad de esta conclusion. Cualquier sistema seria por
tanto adecuado para medir la capacidad un vino para la formacion de novo de aldehidos,
aunque de los sistemas estudiados, los microoxigenadores ofrecieron mejor precision en

la medida del oxigeno en el espacio de cabeza.

No se encontrd una relacion entre la formacion y la concentracion de aminoacidos
precursores iniciales y metales presentes en el vino, lo que podria deberse al limitado
namero de muestras y a la accion de multiples variables en la formacion de estos

componentes.

Sensorialmente se agruparon los vinos segun el grado de oxidacion, ademas de

obtenerse claras correlaciones entre los aldehidos libres y sus aromas caracteristicos.

Se puede concluir que se ha desarrollado una metodologia con la que poder
calcular el potencial de un vino de formar aldehidos “de novo”. La metodologia podria
mejorarse alargando el tiempo del sistema de oxidacion de oxigeno disponible o
acortando el tiempo del sistema microoxigenador. Otra opcion seria seguir estudiando el

proceso de desulfitacion de las muestras.
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ANEXOS

Anexo 1: Hoja para la realizacion del test de self-adjusting scale
Nombre: Fecha

Se presentan 3 referencias. Deben oler las referencias (de izquierda a derecha):
a. miel

b. patata cocida

€. manzana pasada

En el puesto, se presentan catorce copas:

HUELA cada MUESTRA (exclusivamente por via ortonasal) y sitte los vinos en esta escala de

intensidad. Puede colocar varios vinos juntos.

Miel
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Anexo 2: Instrucciones para la prueba de agrupacion libre (Sorting task).
Clasificacion en base a la semejanza del aroma

INSTRUCCIONES DE LA PRUEBA DE CLASIFICACION

En la mesa se presentan 14 copas de vino. Cada una esta codificada con un nimero
de tres cifras.

Le pedimos que HUELA cada MUESTRA (exclusivamente por via ortonasal) y
que CONSTITUYA VARIOS GRUPOS de vino basandose en la SEMEJANZA ENTRE

LOS AROMAS:

- En primer lugar le pedimos que huela las muestras de izquierda a derecha. A

continuacion puede proceder libremente

- Puede oler cada muestra tantas veces como desee y puede utilizar todo el tiempo que

necesite para realizar este test

- Los grupos los debe hacer sobre la mesa, moviendo las copas de vino y agrupandolas

fisicamente, en funcion de su similitud

- Puede haber tantos grupos como desee (una copa puede ser un grupo por si misma si asi

lo estima)
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Anexo 3: Hoja a cumplimentar para la prueba de agrupacion libre

CODIGO SUJETO.............. FECHA.......c.cccennnene.

CODIGOS DE LAS ATRIBUTOS (Maximo de 2-3
MUESTRAS atributos)

GRUPO

GRUPO I

GRUPO I

GRUPO
i

GRUPO

GRUPO V

GRUPO
Vi

GRUPO
Vi

GRUPO
Vil

GRUPO

GRUPO X




Anexo 4: Picos obtenidos para cada aldehido y para el estdndar interno en su

ventana de adquisicidn, su masa/carga y su concentracion.

METIONAL

(x1,000)

{48.00
2.004

1.754

1.504

1.004
0.757
0.50

0.25]

—

N

m/z 48

Concentracion: 21,2 ug/L

ISOBUTIRALDEHIDO

(x1,000)

1300 1325

13550

172.00
5.0

4.04
3.0
2.0

1.0

e
4.5

DIACETILO

(x100)

86.00

4.0

3.5

3.0

2.5+

2.0+

1.54

1.0+

m/z 72
Concentracion: 59,1 ug/L

m/z 86
Concentracion: 28,4 ug/L
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ISOVALERALDEHIDO y 2-METILBUTANAL

(x10,000)
1{58.00

6.0

5.0
] m/z 58
Concentraciones:

30] isovaleraldehido (izq.): 222, ug/L
] 2-metilbutanal (dcha.): 39,3 ng/L

2.0

1.0

2,3-PENTANODIONA

(xL,000)
{100.00

m/z 100
15 Concentracion: 99,0 pg/L

2-METILBUTANOATO DE METILO

(x100,000)
2,25_: 88.00

2.004
1.754

1.50

1'25'; m/z 88
1.00—;

Concentracion: 183 ug/L

0.757

0.50

0.254

1 N7
——— ——
10.50 10.75 11.00
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FURFURAL

(x100,000)

195.00
1.254

1.004
0.754
0.50

0.25+

m/z 95
Concentracion: 1902 pg/L

— T
11.50 11.75

—r=—TT
12.00

— T
12.25

m/z 110

Concentracion: 900 pg/L

m/z 105
Concentracion: 178 ug/L

5-METILFURFURAL
(x100,000)
1110.00

1504

1.254

1.00

0.75

0.50

0.257 \

1 N N = 1
145 15.0
BENZALDEHIDO
(x100,000)

2.004105.00

1.75—5 A

1.50—5
1.25—5
1.00—5
o.75—f
0.50—5
0.25—5

v ¥y
145 15.0
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FENILACETALDEHIDO

(x10,000)

2.004
1.75—f
1.50—f
1.25—f
1.00]
0.75—f
0.5o—f

0.254

{ez.00

S A B S
16.00 16.25 16.50 16.75

m/z 91

Concentracion: 38,9 ug/L

m/z 166
Concentracion: 3142 ug/L

ACETOVANILLONA
(x1,000)
166.00
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5]
1.0
0.5
P PR
S-DAMASCENONA
(x1,000)
6.0190.00 v
5.01
4.0
"
2.0
10—
A ¢ v
20 25

m/z 190
Concentracion: 15,5 ug/L
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Anexo 5: Resultados obtenidos de oxigeno consumido y valores de SO libre y total
en los vinos iniciales, en los sistemas de oxigeno disponible (Pyrex) y en los

microoxigenadores. Se presenta su media y su desviacion estandar (s) de los 4 vinos

estudiados
O2 consumido SOz (mg/L)
(mg/L) SO; libre SO, Total
Media  [£] s Media + s Media s
CH Inicial 0,00 6,22 1,1 40,2 21,0
CH Pyrex 12,6 0,2 3,88 1,2 10,2 5,6
CH Microoxigenador 54,8 12,2 0,00 0,7 5,65 1,1
PC Inicial 0,00 20,2 1,3 37,2 3,7
PC Pyrex 12,2 2,5 4,26 1,2 12,9 7,6
PC Microoxigenador 61,6 0,5 0,00 0,7 5,46 1,1
BL Inicial 0,00 10,5 1,0 29,6 4,9
BL Pyrex 22,6 4,5 3,38 1,3 6,94 54
BL Microoxigendor 64,8 11,4 0,00 0,7 5,60 1,1
VT Inicial 0,00 19,0 1,2 112 40,8
VT Pyrex 8,64 11 4,83 1,2 69,6 54
VT Microoxigenador 47,1 1,7 0,00 0,7 18,4 3,8
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Anexo 6: Aldehidos utilizados en el célculo de los pardmetros de oxidacion.

Concentraciones iniciales, y resultantes de

la microoxigenacion y el sistema de

oxigeno disponible (Pyrex). Se representa la media y la desviacion estandar (s).

ACETALDEHIDO (mg/L) ALDEHIDOS (ug/L)
Acetaldehido Acetaldehido Isobutiraldehido 2-Methilbutanal
libre total libre total libre total
Media + S Media * S Media =+ S Media + s Media = s Media += s
CH inicial 1,87 0,0 64,8 1,9 12,3 0,3 17,2 0,3 1,45 0,0 2,29 0,0
CH Pyrex 29,6 0,5 46,5 49 24,1 1,2 27,2 4,1 2,80 0,1 343 0,1
CH Micro 61,2 55 64,4 6,5 73,4 19,2 87,7 1,9 10,2 1,0 12,6 0,1
PC Inicial 2,32 0,8 38,7 0,5 5,15 0,2 8,59 0,2 0,67 0,0 1,02 0,0
PC Pyrex 13,5 8,5 26,5 0,8 13,1 15 15,3 0,6 1,49 0,0 1,71 0,0
PC Micro 44,0 2,6 44,5 2,2 50,5 4,6 53,5 45 5,15 0,1 5,41 0,1
BL Inicial 2,35 0,3 30,4 0,7 7,38 0,8 10,6 0,3 0,77 0,0 1,17 0,0
BL Pyrex 42,8 141 489 14 16,9 2,8 19,2 4,6 2,23 0,2 2,60 0,2
BL Micro 58,5 1,8 61,3 0,4 54,6 51 56,1 3,3 7,79 0,2 8,41 0,1
VT Inicial 3,12 0,0 103 1,3 3,13 0,1 5,98 02 041 0,0 0,83 0,0
VT Pyrex 13,1 0,5 118 10,3 5,75 0,1 9,12 04 0,75 0,0 1,19 0,0
VT Micro 66,7 3,3 111 2,6 27,8 5,4 30,1 5,8 2,62 0,1 2,90 0,1
Isovaleraldehido Metional Fenilacetaldehido
Libre total libre total libre total
Media + S Media + S Media + S Media + S Media + S Media + S

9,83 0,7 76,2 3.4 2,00 0,7 6,11 1,2 28,9 1,8 83,6 6,8
59,6 5.4 93,1 6,6 5,19 1,0 10,6 2,2 52,8 47,8 109 7.7
202 112,4 257 29,2 14,2 11,9 22,2 41 150 36,4 170 7.5
4,19 14 42,8 0,4 1,57 0,3 3,35 0,5 7,78 3,7 29,9 14
36,5 22,8 61,6 8,6 3,31 15 571 1,0 37,9 15,9 57,9 6,9
99,1 10,1 117 10,9 6,31 1,4 9,29 4.4 78,7 3,7 84,8 6,3
8,66 0,8 65,2 11 1,65 0,5 4,16 0,6 11,5 0,8 38,5 1,9
83,9 39,8 104 36,8 6,14 2,2 9,07 3,0 87,3 19,0 83,4 11,1
199 17,5 227 3,9 12,9 2,1 17,9 3,4 118 52 113 7.3
2,99 0,5 63,1 7.5 1,25 0,5 3,75 0,9 4,61 0,2 29,7 2,4
11,7 1,1 86,8 41 1,73 0,6 5,40 1,4 11,1 3,6 46,3 7,5
111 37,6 176 37,5 5,81 3,9 13,6 16,0 86,0 24,3 140,9 37,5
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Anexo 7: Resultados de los carbonilos (pg/L) restantes estudiados en los vinos

iniciales (ini),

en el

sistemas de oxigeno disponible (Pyrex) y en

los

microoxigenadores (mic). Se presenta la media y la desviacidn estdndar (s) para cada

compuesto.
Benzaldehido Furfural 5-Methilfurfural
libre total libre total libre total
Media * S Media + S Media =+ S Media =+ S Media *+ s Media =+ S
CHini <LD <LD 262 44 324 17 15,5 0,4 16,9 0,3
CHPY 0,60 1,4 0,85 2,1 566 38 650 51 17,5 0,3 19,9 0,2
CH Mic 106 103,6 115 7,7 1369 443 1448 237 39,5 6,5 42,5 2,2
PC Ini 1,73 1,8 1,67 2,2 259 12 294 13 110 1,0 113 2,0
PC PY 5,18 6,1 4,28 10,7 424 32 450 23 114 1,0 113 3,0
PC Mic 87,1 66,1 91,5 411 668 32 698 32 89,7 1,0 91,3 3,1
BL Ini 0,95 0,2 1,37 1,7 222 10 281 23 28,1 0,5 30,0 0,7
BL PY 7,88 26,8 7,04 19,8 488 30 511 39 32,0 1,4 32,0 0,8
BL Mic 99,2 73,1 94,0 57,0 926 109 922 69 38,91 1,2 36,4 0,4
VT Ini 128 24.9 197 67,9 49,0 3 87,0 7 2,80 0,1 3,24 2,7
VTPY 202 14,2 230 38,7 178 17 224 23 4,03 0,2 4,64 0,1
VT Mic 262 78,6 273 197,6 1126 310 1298 730 15,2 1,4 17,4 49
Diacetilo 2,3-Pentanediona b-Damascenona Acetovanillona
Libre total libre total libre total libre total

Media s Media + s |Media + s Media * S Media =+ S Media =+ S Media = s Media + s

226 94 255 58 <LD <LD 1,84 0,1 1,91 0,1 762 131 1329 231

226 7 276 47 <LD <LD 1,73 0,1 1,75 0,0 655 139 1023 171

291 120 299 96 <LD <LD 1,97 0,2 2,13 0,1 589 100 1336 227

733 170 1075 72 38,6 45 732 3,3 2,82 0,1 2,84 0,1 292 47 503 78

974 290 1136 107 70,6 20,1 76,5 3,7 3,20 0,4 3,39 0,4 257 51 527 76

531 23 522 46 23,0 28 223 2,5 2,48 0,1 2,61 0,1 401 64 936 179

768 75 1205 101 19,5 1,4 36,8 2,8 2,08 0,1 2,22 0,1 267 42 449 72
1038 46 1045 79 324 46 309 3,2 2,36 0,2 2,16 0,1 293 43 454 88

714 175 692 141 13,7 46 129 4,2 2,30 0,1 1,89 0,1 408 73 628 93

36,0 50 48,7 7,1 <LD <LD 4,68 0,1 4,89 0,1 319 81 575 89

51,9 23,0 66,1 3,9 <LD <LD 4,16 0,2 4,61 0,1 395 63 865 145

92,1 10,0 109 57 <LD <LD 3,94 0,2 4,08 0,2 933 192 2218 525
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Anexo 8: Correlacion entre los sistemas de oxidacion para la concentracién de
acetaldehido a medida que se van normalizando los parametros. A) Formacion neta;
B) Formacion/ oxigeno consumido; C) Formacion/ oxigeno no invertido en oxidar el

SO2. Py: sistema de oxigeno disponible.

Formacién neta: Acetaldehido ¥ =?>648x+10,603
R? = 0,5963
35,00
30,00 °
25,00
20,00
15,00
g
&.500
o 0,00
-30,00 -20,00 110,00 5,600,00 10,00 20,00 30,00
PY

Microoxigenador

Formacién/ 02 consumido : Acetaldehido ¥ =0,0777x+0,1861
R?=0,3409

0,6

0,5

0,4

1 N e et

Microoxigenador

Formacién /02 consumido no invertido en SO2

Acetaldehido y=0,5124x+0,1436
R?=0,9818

0,5

ES
w
=)
o
=3
=
o

0,5

Microoxigenador

1,5

PY
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Anexo 9: Correlacion entre los sistemas de oxidacion para la concentracion de 2-
metilbutanal a medida que se van normalizando los pardmetros. A) Formacion
neta; B) Formacion/ oxigeno consumido; C) Formacion/ oxigeno no invertido en

oxidar el SO,. Py: sistema de oxigeno disponible.

Formacién neta: 2-metilbutanal’” Ggfi%?éggoéaal
12,00

10,00 .
8,00

:

4.100 ‘..‘,..‘...,..‘.-,

2.]00 ‘-..,.

0,00
0,00 020 040 060 080 1,00 120 1,40 1,60

PY

Microoxigenador

Formacion/ 02 consumido : 2-metilbutanal
0,25 y =2,9728x - 0,0834
R?=0,960
02 .

0,15

0,1

Microoxigenador

0,05

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
PY

Formacion /02 consumido no invertido en SO2: 2-
METILBUTANAL y=1,2254x-0,012

03 R?=0,912
K]

0,25
0,2
0,15

0,1 e .

Microoxigenador

0,05

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
PY
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Anexo 10: Correlacién entre los sistemas de oxidacion para la concentracion de

isovaleraldehido a medida que se van normalizando los pardmetros. A) Formacion

neta; B) Formacion/ oxigeno consumido; C) Formacion/ oxigeno no invertido en

oxidar el SO,. Py: sistema de oxigeno disponible.

Formacidon neta: Isovaleraldehidoy=1,344x+ 99,224

R*=0,0797
200,00
- ®
o ®
T 5000 e
S e
80 ®
-2 100,00
8 °
=
.2 50,00
=
0,00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
PY
Formacién/ 02 consumido: Isovaleraldehido y=-0,1321x+2,6304
R? = 0,0084
1
35 °
5 3
K
< 25 MMM e S T UYUU RSSO (]
2,
Q
215
= e
=
0,5
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
PY
Formacién /02 consumido no invertido en SO2:
Isovaleraldehido ¥=1,0649x+0,1073
s R® =0,2201
a5 °
4
% 3,5
525
s 2 L
=
S 15
1
0,5
0
0 0,5 1 15 2 2,5 3 35 4
pY
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Anexo 11: Correlacién entre los sistemas de oxidacion para la concentracion de
metional a medida que se van normalizando los pardmetros. A) Formacion neta; B)
Formacion/ oxigeno consumido; C) Formacién/ oxigeno no invertido en oxidar el

SO2. Py: sistema de oxigeno disponible.

y=1,7829%x+61,444

Formacion neta: Metional R? 20,1129

120,00
100,00
80}00 .....................................
60,00
40,00
20,00

0,00
0,00 2,00 4,00 600 800 10,00 12,00 14,00 1600 18,00

PY

Microoxigenador

Formacién/ 02 consumido: Metional V:ﬁﬁg’é‘;ﬁozz

Microoxigenador

0 0,05 0,1 0,15 0,72 0,25 0,3
PY

Formaciéon /O2 consumido no invertido en SO2:
Metional y =0,8702x+0,0101
oo R? =0,9558
0,5
04
03

02 Y

Microoxigenador

0,1

PY
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Anexo 12: Correlacién entre los sistemas de oxidacion para la concentracion de
fenilacetaldehido a medida que se van normalizando los pardmetros. A) Formacién
neta; B) Formacion/ oxigeno consumido; C) Formacion/ oxigeno no invertido en

oxidar el SO,. Py: sistema de oxigeno disponible.

Formacioén neta: Fenilacetaldehido ¥ =80024x+9,7418

R?=0,5859
50,00
1o .
S 40,00
g
@ 30,00
[ I ]
g 20,00 o
S
S 10,00
0,00
000 050 1,00 1,50 2,00 250 3,00 350 4,00
PY
Formacion/ 02 consumido: Fenilacetaldehido y:-aé?izolégégs%
2,5
e
= 2
Q
2
S 15 L
s
x .
g ' -
=
0,5
0
0 0,5 1 15 2 2,5
PY
Formacion /02 consumido no invertido en SO2:
: . y =0,7681x-0,1742
as Fenilacetaldehido A
. °
= 35
o
E 3
25 e
5 2 o
2
o 15
z
0,5
0
0 1 2 3 1 5 6
PY
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Anexo 13: Concentraciones (mg/L) de los amino&cidos y los metales de los vinos en

los vinos iniciales. Los amino&cidos se presentan su media y su desviacion estandar

(s).
METALES AMINOACIDOS
VAL ILE MET PHE
Cu Fe Mn Zn
Media + s Media + s Media £+ s Media + s Media + s
CHinicial | <0 og 1,30 068 | 184 01 997 01 256 05 242 05 19,9 0,9
PCinicial | <0 08 0,60 040 | 9,89 00 3,07 0,0 8,96 02 764 02 744 0,4
BL inicial | <0 0g 0,90 068 | 10,7 00 5,64 01 147 07 121 02 973 05
VT inicial | ¢ 1,20 0,56 | 10,4 00 5,64 01 252 05 818 02 16,3 0,8
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Anexo 14: Resultados del IPT y el color de los 4 vinos estudiados para los vinos

iniciales y los dos sistemas de oxidacion. Se presentan la media y la desviacion

estandar (s)

PT COLOR
suma £=420 £=520 £=620
Media % S Media # S

CH Inicial 66,8 0,1 10,2 0,0 4,31 4,80 1,06
CH Pyrex 74,5 2,6 11,3 0,0 5,01 5,14 1,13
CH Microo 68,5 8,4 13,2 0,0 6,57 5,39 1,24
PC Inicial 57,6 0,1 10,6 0 3,86 5,61 1,13
PC Pyrex 56,0 0,6 11,9 0,3 4,54 6,13 1,24
PC Microo 58,5 0,2 15,3 0,7 6,90 6,54 1,85
BL Inicial 58,6 0,1 9,82 0,0 4,01 4,63 1,18
BL Pyrex 57,3 0,0 11,9 0,4 5,17 5,26 1,46
BL Microo 61,3 0,2 13,5 0,0 6,90 5,34 1,80
VT Inicial 8,51 0,0 0,08 0,0 0,07 0,01 0,00
VT Pyrex 8,39 0,0 0,12 0,0 0,09 0,02 0,01
VT Microo 9,42 0,2 0,29 0,0 0,22 0,38 0,02

63




	Elige la opción: [Máster]
	Text2: ESTRATEGIA PARA EL ESTUDIO DE LA FORMACIÓN “DE NOVO” DE ALDEHÍDOS EN LA OXIDACIÓN DEL VINO
	Text3: 

MARTA EXTREMERA JUNQUERA


	Text4: VICENTE FERREIRA GONZÁLEZ

MÓNICA BUENO FERNÁNDEZ
	Text5: 2015


