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Introduccion

I. Introduccion

I.1 Justificacion vy objetivos

El sector vitivinicola en Espafia estd desarrollando una intensa modificacién en
sus condiciones y sistemas de produccion. Estas modificaciones se deben en primer
lugar al cambio en los habitos de consumo de los espafioles y en segundo lugar a la
competencia, tanto a nivel nacional como internacional, de bodegas originarias de
paises que hasta hace pocos afios tenian poca relevancia en el mercado del vino.

Entre los cambios mas importantes se encuentra la introduccion en el mercado de
nuevos vinos, bien sea por la reorientacion de las producciones de las vinas explotadas
anteriormente, bien por la puesta en produccion de nuevos vifiedos, con nuevos sistemas
de cultivo o con variedades no utilizadas anteriormente.

Todo esto lleva al personal técnico de la bodega a enfrentarse con nuevas
problematicas que tiene que resolver, a veces, con una informacién limitada sobre
diversos parametros de interés.

En la memoria que se presenta se ha pretendido dotar de nuevos sistemas para
generar informacion de interés para el sector vitivinicola, tanto en la maduracion de la
uva, como en la posterior etapa de vinificacion. Estos nuevos sistemas son métodos de
analisis, basados en unos casos en tecnologias desarrolladas recientemente y, en otros,
en nuevas aplicaciones a soluciones tecnoldgicas ya empleadas anteriormente, cuyos
parametros han sido compuestos con una relacion con las propiedades organolépticas y
de estabilidad de los vinos; como son los compuestos fendlicos, y los compuestos
aromaticos y sus precursores.

Concretamente, entre las nuevas tecnologias que se han aplicado en la presente
memoria, destaca la extraccion con fluidos presurizados, técnica ésta de amplia
aplicacion en andlisis ambiental y que se estd introduciendo en los ultimos afios en el
analisis de alimentos.



Justificacion y objetivos

Con esta técnica se ha pretendido afrontar el desarrollo de métodos de analisis que
permitieran determinar la composicion fenolica en uvas enteras. Este es, precisamente,
uno de los aspectos mas interesantes que se plante6 abordar en la tesis, especificamente
el desarrollo de métodos que permitan tratar la uva como tal y no el mosto.

Hasta el momento, para estudiar la maduracion de la uva, se recurre al andlisis de
la composicion del mosto resultante, es decir, no se analiza la uva, sino el producto de
su prensado. Este cambio en la muestra sometida al analisis viene impuesto, en primer
lugar, por la ventaja que supone el tratamiento de una muestra liquida o semi-liquida,
como es el mosto, frente a una muestra semi-solida como es la uva. En segundo lugar,
no hay que olvidar que a la hora de la vinificacion, el interés se centra no tanto en la
composicion de la uva, sino en la composicion del mosto que se va a vinificar y, por
ello, en la preparacion de la muestra a nivel de laboratorio se ha pretendido reproducir,
lo méas cercano posible, el procesado de la “muestra” a nivel industrial.

El anélisis de la uva entera puede permitir evaluar la composicién global de la
misma en cuanto a los compuestos de interés en la obtencién del mosto, como son
algunos compuestos fenolicos, y asi una vez sometida a los procesos de prensada, el
analisis del mosto logrado, asi como de los residuos de la vinificacion, pueden ser
indicadores de la etapa de obtencion del mosto.

Es por ello que al inicio de este estudio se plante6 la necesidad de abordar la
determinacion de pardmetros de interés enoldgico en uvas y en residuos so6lidos de la
vinificacion. Con esta informacion, desde la responsabilidad técnica de la bodega, se
podrian plantear modificaciones en el proceso de obtencidon del mosto con el fin de
variar su composicion durante su obtencion, extrayendo de la uva aquellos compuestos
de interés y controlando la presencia de otros menos interesantes. Estas actuaciones
serian mucho mas dificiles de plantear sin el conocimiento previo de la composicion de
la uva.

En relacion a los residuos so6lidos de la vinificacion, podria, llegado el momento,
plantearse como una fuente para la recuperacion de determinados compuestos de interés
econdmico, y como una forma, por tanto, de incrementar la rentabilidad de las bodegas.
Debido a ello, durante el desarrollo de los métodos analiticos que se plantearon al inicio
de este estudio, se decidid prestar una especial atencion a estas muestras y determinar,
dentro de lo posible a nivel analitico, las mejores condiciones de recuperacion de
diversos compuestos de interés a partir de las mismas.
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Respecto a la utilizacion de la técnica de extraccion con fluidos presurizados con
vistas a facilitar el uso de la misma, se decidid intentar desarrollar métodos lo mas
rapidos y selectivos posibles, de forma que, llegado el caso, un laboratorio centralizado
pudiera realizar un gran nimero de analisis en un corto periodo de tiempo y facilitar, de
este modo, la informacion al mayor nimero de bodegas posible. Para ello, buscando una
mayor selectividad, se planted la utilizacion de técnicas acopladas de forma directa,
reduciendo al minimo la manipulacion de las muestras. Y buscando una mayor rapidez
de las determinaciones se penso en la utilizacion de sistemas cromatograficos mas
rapidos (introduccioén de nuevas columnas de separacion) y selectivos (modificacion de
los sistemas de deteccion).

El otro gran grupo de compuestos planteados como objetivo al principio de esta
memoria fueron los compuestos de tipo terpénico y sus precursores glucosilados,
compuestos estos de especial interés en la elaboracion de vinos jovenes.

Para abordar el estudio de estos compuestos se han seleccionado las técnicas
basadas en la extraccion en fase solida, puesto que se trata de técnicas simples,
abordables por personal con una preparacion bésica, y de coste no excesivamente alto.

Respecto a la determinacién del nivel de precursores glucosilados, el método de la
glucosa glucosidica se presentaba como el mas apropiado para la determinacion rapida
de este parametro, por lo que se decidié evaluar su aplicabilidad a las uvas cultivadas en
la zona de Jerez, donde los niveles de glucosa son superiores a los obtenidos en zonas
donde se habia aplicado hasta el momento el método citado.

Por otro lado, el estudio de la composicion terpénica se ha abordado aplicando la
técnica de extraccion en fase solida como alternativa a los métodos existentes hasta el
momento para el andlisis de la composicion aromética de vinos. Debido al avance que la
técnica de extraccion en fase solida ha tenido en los ultimos afos, se ha planteado el
estudio sistematico del uso de nuevas fases solidas para la determinacion de la fraccion
terpénica, realizando un estudio comparativo de las mismas.

La utilidad de los resultados inicialmente se busco tanto en la informacion de la
caracterizacion de la composicion terpénica, como en la referente a precursores
aromaticos de diferentes variedades de uva. Se pens6 que esto podria ser de especial
utilidad para bodegas que deban plantear la introduccion de nuevas variedades en sus
sistemas de produccion, para la realizacion de mezclas de vinos para la obtencion de
nuevos productos, y a la hora de tomar la decision sobre la mejor fecha para la
vendimia.
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Se estim6 en cualquier caso, que la determinacion de la composicion aromatica y
de los precursores no es actualmente una medida que se realice de forma habitual en las
bodegas y por ello, se planted que seria interesante determinar la posibilidad de la
estimacion de sus valores, particularmente el valor de los niveles de precursores, a partir
de los datos que se obtienen de forma habitual durante el proceso de maduracion, por lo
que se decidid dedicar una atencion especial a este punto, empleando para ellos técnicas
de tratamiento de datos.

Por todo ello, y con el objetivo fundamental de dotar al sector vitivinicola de
métodos analiticos que permitan la obtencion de informacién de interés para el
desarrollo y mejora de sus productos, se planted el trabajo recogido en la presente
memoria, con los siguientes objetivos especificos:

1.- Evaluar la posibilidad del uso de la extraccion con fluidos presurizados en la
determinacion de la composicion fenolica de uvas y de residuos de vinificacion

2.- Desarrollar métodos rapidos para la determinacion de polifenoles de interés,
concretamente ésteres, catequinas y resveratrol, en uvas y residuos de
vinificacion.

3.- Incrementar la selectividad de los métodos desarrollados mediante
acoplamiento directo entre técnicas de extraccion.

4.- Evaluar las diferentes fases solidas disponibles comercialmente para el
desarrollo de un método de determinacién de compuestos terpénicos en vinos.

5.- Evaluar la utilizaciéon del método de la glucosa glucosidica total en la
determinacion de precursores aromaticos en uvas cultivadas en climas calidos y
estudiar la posible correlacion con los parametros habitualmente controlados
durante la maduracion de esas uvas.
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1.2 Compuestos fenolicos

1.2.1 Introduccion

Los compuestos fenolicos o polifenoles constituyen un grupo considerable de
compuestos que pueden definirse, de una forma concisa y desde el punto de vista
quimico como compuestos organicos presentes en la naturaleza que poseen, al menos,
un anillo aromatico, con uno o mas grupos hidroxilo unidos a ¢l (esos grupos
funcionales pueden ser sustituidos por ésteres, metil-€éster, glicosidos, etc...), aunque una
definicidbn mas precisa se basa en su origen metabolico como aquellas sustancias
derivadas del metabolismo de la ruta del shikimico y de los fenilpropanoides.'

Los compuestos polifendlicos estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
principalmente en forma de subproductos generados por el metabolismo, apareciendo
como metabolitos secundarios en todas las plantas.’

Estos compuestos pueden acumularse como productos finales de dos rutas
bioquimicas distintas (tal como se refleja en el esquema mostrado en la siguiente
pagina): la ruta del shikimico, que genera los fenilpropanoides y cumarinas, o la ruta del
acetato, que proporciona las fenonas mas simples y varias quinonas. Ademas pueden
generarse a través de una ruta metabdlica intermedia que genera flavonoides, siendo
éste el grupo mas importante y numeroso de los compuestos polifendlicos.

La naturaleza quimica de los compuestos polifenolicos es muy heterogénea y
engloba un amplio surtido de disposiciones estructurales de familias de polifenoles que
pueden englobar desde estructuras libres a conjugadas (estructuras polifenolicas unidas
a otras sustancias de distinta natulraleza).3 Esto implica, con bastante frecuencia, la
participacion de azucares naturales, unidos quimicamente en virtud de su tamafo
molecular a uno o mas grupos funcionales polifendlicos. De esa forma se unen
monosacaridos como la glucosa, galactosa, arabinosa, rhamnosa, xilosa, manosa y
glucurdnico, asi como dacidos galacturonicos. Asi, los flavonoides son compuestos
polifendlicos que reflejan un gran ntimero de estos disefios estructurales. Los acidos
hidroxicindmicos también constituyen un ejemplo representativo de estructuras que
estan asociadas con otras sustancias, no necesariamente polifenoles, en la naturaleza.
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Aminoacidos Hidratos de Carbono

\\‘ ‘J \ Ciclo de Calvin

COOH
CH,
¢
07 >SCoA HO OH
OH
Acetil-CoA Acido Shikimico
lCH3 HOOC_ _CH,COCOOH
T
C
07 SCoA OH
Malonil-CoA Acido prefénico
H OH OH

|
OH

Chalcona

|

Flavonoides

Figura 1 Esquema de las rutas biosintéticas de los compuestos fendlicos
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1.2.2 Clasificacion de los compuestos fendlicos

Segun Harborne (1989) podemos clasificar los compuestos fenolicos basdndonos
en su estructura. Los grupos serian los siguientes:

Estructura Clase fenolica
Cs Fenoles
Ce-C4 Acidos hidroxibenzoicos
Cs-C, Acetofenonas y acidos fenilacéticos
Cs-Cs Acidos cinamicos, cumarinas,
Isocumarinas y cromonas
Cs-Cy Naftoquinonas
Cs-C1-Cs Benzofenonas, xantonas
Cs-Co-Cs Estilbenos, antraquinonas
Cs-C5-Cs Flavonoides: flavanonas, flavonoles,

NPT 1
Antocianidinas,chalconas,flavanoles
Auronas, flavonas e isoflavonas”

(C6-C3)2 Lignanos

(C6-C5-Cs)2 Bioflavonoides, biflavanos
(C6-Can Ligninas

(C6-C3-Co)n Proantocianidinas™

I: principalmente estructuras flavan-3-oles
II: isoflavonoides

I1I: taninos condensados

Existe una clasificacion alternativa propuesta por el mismo autor en funcion de su
situacion y distribucion en el reino vegetal. Por lo que se sabe sobre estos compuestos,
podemos hacer una distincion clara entre aquellos que estdn ampliamente distribuidos y
aquellos cuya presencia es casi esporadica. Asi, por ejemplo, puede comprobarse que
los 4acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, asi como los flavonoides, estian
universalmente distribuidos en alimentos de origen vegetal. Por el contrario los
isoflavonoides constituyen un grupo discreto cuya presencia queda confinada a la
familia de las plantas leguminosas.
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Si tenemos en cuenta la heterogeneidad y extensa distribucion de los compuestos
polifendlicos en el reino vegetal, puede deducirse facilmente que este tipo de sustancias
forman parte integral de nuestra dieta diaria a través de la ingestion de alimentos
preparados a partir de vegetales.

1.2.2.1 Fenoles v acidos hidroxibenzoicos

Son las estructuras mas simples dentro del conjunto de compuestos fenolicos, que
incluyen las estructuras C6 y C6-C2 respectivamente. A pesar de su simplicidad
estructural, los analitos resultantes se han citado en muchas ocasiones en estudios
centrados en la taxonomia de plantas, reflejando estrechamente el grado y la naturaleza
de las estructuras presentes con propiedades dadas de la planta.

Las estructuras de hidroquinonas son los fenoles mas representativos en términos
de variedad y frecuencia de aparicion. Con respecto a las estructuras acidas, es

necesario enfatizar la importancia de los acidos vainillinico y galico, como las
estructuras polifendlicas mas representativas y ampliamente distribuidas.

Figura 2 Acidos hidroxibenzoicos

R1=Ry=R4=H, R3=OH ac. phidroxibenzoico

COOH -
R R;=0OH, R,=R3=R4=H ac. salicilico
1
R;=Rs#~H, R,=0CHj3, R3=OH ac. vamillinico
R;=R4&=H, R,=R3=0OH ac. protocatéquico
R4 Ry ‘
R; Ry=H, R,=R;=R4=0OH ac. gilico

A pesar de la pronunciada complejidad estructural el 4cido eldgico puede
considerarse como otro miembro representativo de esta familia polifenolica que, con el
acido gélico, constituye la base monomeérica relacionada con los taninos hidrolizables.
Este tipo de compuesto es responsable de una funcidon bioldgica determinada siendo
necesario para actividades vitales de la planta como la germinacion de las semillas y el
propio crecimiento de la misma.

8



Introduccion

Figura 3 Acido elagico

HO OH

Ho C—O OH

1.2.2.2 Acidos hidroxicindmicos

Constituyen el grupo mas ampliamente distribuido de los compuestos también
conocidos como fenilpropanoides. Entre ellos hay cuatro estructuras basicas que existen
en su estado natural libre y se corresponden con los acidos cumarico, cafeico, fertlico y
sinapico.

Al igual que otros compuestos polifendlicos, la mayoria de estas estructuras se
encuentran en el reino vegetal quimicamente asociados a otros tipos de compuestos. Un
ejemplo claro de importancia universal lo constituye la esterificacion del acido cafeico
con el acido quinico para formar una estructura ampliamente distribuida en comestibles,
el acido clorogénico.

Muchas funciones biologicas estan intimamente relacionadas con la presencia de
estos compuestos en las plantas y comprenden propiedades antibioticas y relacionadas
con la inhibicidn del crecimiento y germinacion.

Existen isomeros cis y trans de estos acidos, aunque en la naturaleza la mas
frecuente es la trans.
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Figura 4 Acidos hidroxicinamicos

COOH

Ri=R,=H ac. pcumarico
R;=0OH, R,=H ac. cafeico
R;=0OCHj3;, Ry=H ac. fertlico
Ry=R,=0OCHj3 ac. sinapico
Rj Ry
OH

1.2.2.3 Estilbenos

Familia de compuestos constituida por dos ciclos benceno, generalmente
enlazados por una cadena etano o etileno (Cs-C,-Cs). Entre los isomeros trans de estos
compuestos, destaca el resveratrol, o 3,5,4’-trihidroxiestilbeno, por sus propiedades
beneficiosas para la salud, y que parece generarse en la uva como respuesta a una
infeccion fungica,” o a situaciones de estrés.

Este compuesto se localiza en los hollejos, y se extrae fundamentalmente durante
la fermentacion de vinos tintos, aunque también se encuentra, en niveles mas bajos, en
vinos blancos. Sus concentraciones son del orden de 1-3 mg/l, aunque varian segun las
variedades, siendo al parecer la Pinot Noir especialmente rica.

Ademas del resveratrol, se han identificado distintos oligbmeros del mismo en
o~ ’ 5 ;6 s .
vifias, asi, Waterhouse,” Lamuela-Raventés® o Dominguez y col.” detectan la presencia
de un glucosido del resveratrol denominado piceido.
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Figura 5 Estilbenos
RO.
/H
/C C —
OH H \ / OH
R=H Trans-resveratrol

R = Glucosa Piceido

1.2.2.4 Flavonoides

Las principales estructuras de este grupo que podemos encontrar distribuidas en
alimentos son antocianinas, flavanoles, flavanonas, flavonoles, flavonas, isoflavonoides
y chalconas.

El término “aglicona” representa un flavonoide no unido a ninguna otra sustancia
quimica, independientemente del tipo de flavonoide que se considere. El término
“glicosido”, o mds generalmente “estructura glicosilada” se emplea para indicar
estructuras resultantes de la union a cualquier tipo de azucar

Figura 6 Estructuras mayoritarias de flavonoides

Flavonol Flavona Flavanona
O O 0)
OH
O O O
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Flavanol Isoflavona Antocianidina
0 0 oN
AN
~
OH OH
O

1.2.2.4.1 Antocianidinas

Son pigmentos que confieren colores a los frutos™ a pesar del hecho de que en
algunos de esos frutos (naranja y tomate) el mencionado color es debido a los
carotenoides. Las antocianidinas no glicosiladas (agliconas) puede encontrarse como
cationes en medio acido en forma de diferentes isomeros. Las propiedades de
pigmentacion de las antocianidinas han sido explotadas por la industria alimentaria
como aditivos en zumos y mermeladas'®.

La estabilidad de las antocianidinas depende en gran medida del pH, debido a sus
propiedades acido-base.

Con respecto a las estructuras de antocianidinas mas ampliamente distribuidas en
el reino vegetal, los seis compuestos que se citan a continuacion son los responsables de
la mayoria de la pigmentacion en los frutos: cianidina, normalmente encontrada en su
estado molecular libre (no glicosilado), es quizas la mas comun,'' seguida por la
delfinidina, peonidina, pelargonidina, petunidina y malvidina. Las antocianidinas
generalmente aparecen como glicosidos de las agliconas previamente citadas.

12
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Figura 7 Antocianidinas

Ry
OH R1:R2=OH Delfinidina
HO O+ Ry=0CH3, Ri=OH Petunidina
N Ry R=R,=OCH;  Malvidina
7z R;=OH, Ry=H Cianidina
OH

RIZOCH,3 R2:H Peonidina
R=R,=H Pelargonidina

OH

Es posible detectar diferencias cuantitativas en su distribucion, basadas en el
grado de maduracion del fruto asi como en las condiciones climaticas bajo las cuales

crece, con la intensidad de la luz y la temperatura ambiental como los factores mas
decisivos.

Una de las principales caracteristicas exhibidas por las antocianidinas deriva del
hecho de que, en la inmensa mayoria de casos, estos compuestos tienden a estar
monoglicosilados. La glicosilacion de las antocianidinas siempre se lleva a cabo en la

posicion 3 a través de un puente de oxigeno (enlace O-glicosidico) con glucosa,
arabinosa o galactosa.

La cianidina glicosilada con glucosa como azucar participante, es la estructura
mas abundante en frutos, aunque pueden encontrarse también otras estructuras
glicosiladas en la composicion total antocianidinica de este tipo de muestras.

Por otro lado, las antocianidinas acetiladas (quimicamente unidas a un acido)
estan distribuidas ampliamente en frutos, especialmente en uvas, donde la composicion
de estas sustancias es bastante compleja debido a la presencia de estructuras
monoglicosiladas originarias de las 6 agliconas diferentes. Al mismo tiempo pueden
aparecer acetiladas con 4cido acético o cumérico.'?
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1.2.2.4.2 Flavonoles

Este tipo de estructuras flavonoideas estd ampliamente distribuido en el reino
vegetal, formando parte integral de nuestra dieta diaria. Por este motivo, y porque
recientemente se han descrito propiedades beneficiosas para la salud, son numerosos los
estudios llevados a cabo sobre su presencia en frutos.'>'*

Basandonos en la informacion bibliografica, puede establecerse que las
estructuras glicosiladas de quercetina y kempferol son las mas abundantes en el reino
vegetal. Rutina, quercetina-3-rutindsido, y kempferol-3-rutindsido constituyen las
estructuras mas representativas de este tipo de compuestos.

Figura 8 Flavonoles

Ry
OH Ri=R,=H Kempferol
HO Ry=0OH, R,=H Quercetina
0o R, R;=R,=OH Miricetina
R;=0OCHs;, R,=H Isorhamnetina
OH
OH O

1.2.2.4.3 Flavanoles (flavan-3-oles)

Constituyen uno de las familias flavonoideas mds cominmente distribuidas en la
naturaleza."”'® Dentro de su marco estructural es conveniente distinguir entre las
unidades monoméricas correspondientes a las estructuras (+) catequina y (-)
epicatequina y estructuras oligoméricas de las mismas, conocidas como procianidinas.

Las estructuras mas relevantes corresponden a las denominadas B1, B2, B3 y B4
procianidinas constituidas por asociaciones diméricas de (+) catequina y (-)
epicatequina. La estructura polimérica previamente mencionada también constituye la
base de los taninos denominados condensados.
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Figura 9 Procianidina B1

OH

OH

OH

Una de las caracteristicas mas destacadas de los flavanoles es que generalmente
estan distribuidos en las plantas como agliconas.

1.2.2.4.4 Flavonas e isoflavonoides

Constituyen el grupo polifendlico menos representativo en alimentos. Las
agliconas mas ampliamente distribuidas son la apigenina y la luteolina. Como los
flavonoides, las flavonas pueden aparecer como estructuras glicosiladas. Con respecto a
los isoflavonoides, es necesario indicar que consituyen un grupo polifendlico
minoritario en alimentos en términos similares a las flavanonas y flavonas.

Los isoflavonoides son caracteristicos de las plantas leguminosas y se encuentran
ampliamente distribuidos en alimentos derivados.'”'* Como la inmensa mayoria de este
tipo de compuestos polifenolicos, estas estructuras isoflavonoideas también aparecen
glicosiladas, habiéndose descrito, asimismo, su presencia en forma de acetil y malonil
derivados.
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Figuras 10 y 11 Flavonas

Ry
OH
HO o RIZH , R2:H, R3:OH Ap1genma
RIZOH , R2:H, R3: OH Luteolna
R,
Rj 0)
HO 0
Ri=H  Daidzeina
R;=OH Genisteina
R, 0) OH

1.2.2.5 Taninos

En general, el término tanino se refiere a una fraccion de compuestos
polifendlicos especialmente astringentes, cuya caracteristica fundamental es su alto peso
molecular. Estas estructuras poseen una alta capacidad de asociacion con otros
polimeros biologicos esenciales como las proteinas y los hidratos de carbono.

En el reino vegetal los taninos se encuentran usualmente en dos amplias
modalidades metabolicas: los taninos hidrolizables y los taninos condensados. Los
taninos hidrolizables son estructuras mas simples constituidas por unidades de acido
gélico libre o esterificado, también conocidos como galotaninos.

Los taninos condensados, comunmente denominados proantocianidinas, son
polimeros naturales compuestos de unidades de flavan-3-oles. La mds comun de estas
estructuras son las proantocianidinas que estan basadas en (+) catequina y (-)
epicatequina, que forman unidades estructurales.
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Figura 12 Ejemplo de estructura representativa de taninos hidrolizables

OH
2CO OH
OCO OH

OH

" A

1.2.3 Propiedades de los compuestos fendlicos

Existe un alto interés en los compuestos fendlicos en relacion a su potencial
actividad fisiologica que depende de su actividad antioxidante, su habilidad para atrapar
especies de oxigeno activo y electrofilos, de quelatar iones metélicos, su potencial para
la aut00>1(9ic21('c)1(2:1i(3121 y su capacidad para modular ciertas actividades enzimaticas
celulares.” >

A estos compuestos se les han asignado diversas propiedades biologicas®™ como
antioxidantes, anti-inflamatorios, antialérgicos, y actividad anticarcinogénica,24 ademas
se han empleado como marcadores en estudios taxondmicos, y también se relacionan
con la calidad alimentaria. Asimismo, recientemente se ha comenzado a evaluar la
capacidad que presentan dichos compuestos para inhibir la actividad bacteriana.*>~°
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Con respecto a su papel como metabolitos de plantas, es necesario mencionar que
los compuestos polifendlicos participan en el metabolismo de las plantas, siendo
responsables de su crecimiento y exhibiendo determinadas interacciones con otros
organismos vivos.

Entre otras funciones podemos citar la proteccion de la planta contra infecciones y
agresiones por otros microorganismos. Existen evidencias que sugieren que estos
compuestos son muy importantes para los ciclos vitales de las plantas, asi los
compuestos polifendlicos puede servir como pantallas contra la radiacion UV, una
funcion crucial cuando las plantas estan sometidas a altas dosis de radiacion.””**

Por otro lado estos compuestos son potentes antioxidantes, interceptan los
radicales libres, son agentes quelatantes de metales e inhiben la peroxidacion de lipidos.
Consecuencia de estas propiedades son los efectos que estos compuestos exhiben en la
prevencion de la oxidacion, inflamacién, alergias y cancer.”””° Yilmaz y Toledo™
realizan una revision sobre los aspectos relacionados con la salud de distintos
compuestos fenolicos (flavonoides) encontrados en uvas, considerando que existe una
estrecha asociacion entre su actividad antioxidante y su actividad contra varios tipos de
cancer, enfermedades cardiovasculares y varios desordenes dérmicos.

Respecto a sus propiedades anticarcinogénicas, los flavonoles parecen ser
sustancias potencialmente anticarcinogénicas y antimutagénicas. Entre los fenoles de la
uva y del vino, destaca especialmente el trans-resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno).
Este compuesto inhibe procesos celulares relacionados con la iniciacidon, promocion y
progresién tumoral, ademas de ejercer un efecto cardioprotector.”’ Asimismo, tanto este
compuesto como sus derivados (glucuronidos) parecen presentar una potente actividad
inhibitoria contra la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia (HIV).*?

El campo de estudio de las propiedades beneficiosas de los compuesto fendlicos
presentes en la uva ha comenzado a ampliarse mas alld de la conocida como “paradoja
francesa,” relacionada con la prevencion de enfermedades cardiovasculares, de forma
que se han desarrollado estudios acerca de la capacidad que presentan los polifenoles de
uva en la proteccion frente a otro tipo de enfermedades, tales como enfermedades
dérmicas® o procesos neurodegenerativos,> o de su actividad antibacteriana.”’

Por otro lado la presencia de grupos hidroxilos permite a los polifenoles asociarse

con proteinas y con hidratos de carbono, reduciendo la disponibilidad de los
macronutrientes. La solubilidad de estos compuestos va a predeterminar sus efectos

18



Introduccion

fisiologicos. Los polifenoles solubles son absorbidos, mientras que los insolubles son
simplemente expelidos con las heces.*

En cuanto a sus propiedades de interés en enologia, éstas son diversas en funcion
del tipo de compuesto fendlico en concreto.

Los 4cidos fendlicos, sin caracteristicas organolépticas particulares en cuanto a
olor y sabor, son precursores de los fenoles volatiles, compuestos producidos por la
accion de ciertos microorganismos (levaduras del género Brettanomyces y bacterias) y
presentes tanto en vinos blancos como en tintos, con incidencia considerable en las
caracteristicas aromaticas de los vinos obtenidos.

También los acidos hidroxicindmicos, concretamente los acidos p-cumarico y
cafeico, estdn muy implicados en la acilacion de los antocianos, al esterificarse con la
molécula de aztcar de los glucosidos de las antocianidinas. Esta esterificacion conduce
a una estabilizacion de los antocianos y de su capacidad colorante, debido al
establecimiento de interacciones hidrofobas intramoleculares (copigmentacion
molecular).

Estos acidos, que son los principales componentes fendlicos de la pulpa, son los
compuestos mayoritarios de los vinos blancos. Durante las operaciones prefermentativas
y la vinificacion se pueden desarrollar procesos de oxidacion que conllevan la
formacion de pigmentos pardos (pardeamiento), y una merma consecuente de la calidad
organoléptica del vino obtenido. Los principales causantes de estos fenomenos son las
enzimas denominadas polifenoloxidasas (PPO).

Estas PPO tienen especial actividad sobre los derivados de 4cidos
hidroxicinamicos, especialmente de sus ésteres tartaricos (acidos cutarico, caftarico...),
dando lugar a la formacién de o-quinonas. Estas quinonas, a su vez, son muy reactivas,
participando en reacciones posteriores de pardeamiento, puesto que oxidan otros
compuestos fenolicos que no son sustratos de la PPO, es lo que se denomina oxidacion
acoplada. Ademas estas quinonas, primarias (producidas por la PPO) o sencundarias
(oxidacion acoplada), son capaces de reaccionar, a su vez, con otros polifenoles
presentes en el mosto. De esta forma, la mayor parte de los polifenoles, sean o no
sustratos de la PPO pueden encontrarse implicados en los fendmenos de pardeamiento
enzimatico. Por tanto, los 4cidos cindmicos son especialmente determinantes para la
calidad de vinos blancos.
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Entre los flavan-3-oles se encuentran fundamentalmente monémeros de catequina
y epicatequina, asi como formas mas o menos poliméricas que constituyen los taninos
catéquicos (proantocianidinas) a través de la ruptura de las uniones intermonoméricas.
La PPO oxida a las formas monoméricas (catequina y epicatequina), pero no a las
poliméricas.

Ademas la o-quinona del 4cido caftarico reacciona con el glutation (tripéptido
abundante en la uva), formando el 4cido 2-S-glutationil-cafeoiltartarico o GRP (grape
reaction product). Este compuesto puede ser oxidado por las quinonas del caftarico en
exceso, una vez agotado el glutation, con el resultado de un pardeamiento intenso.” Asi
pues, la sensibilidad de los mostos de uva ante el pardeamiento oxidativo depende de su
riqueza relativa en glutation y en acidos hidroxicinamicos.

Estas reacciones se pueden resumir en el esquema de la figura 13.

| Uva |
Prensacf/ \
Partes sélidas

=
caftarico

Glutation

O-quinona de ac. Pardeamiento del
-

GRP efierias Flavanoles ‘ vino
Quinona . Quinonas de

de GRP «—JlL_,  Ac. caftarico «—'"—>» flavanoles

1 &  d

Pardeamiento del mosto

Figura 13 Esquema de los mecanismos de pardeamiento oxidativo en mostos y vinos blancos.
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En el caso de vinos tintos, el impacto de la oxidacién enzimatica es limitado,
mientras que la oxidacion quimica contribuye de forma importante al proceso de
maduracion de los vinos. Los productos resultantes de la oxidacion de otros
componentes (etanol, acido tartarico) tienen un papel importante en los procesos de
transformacion de los polifenoles durante el envejecimiento de los vinos. Intervienen
sobre todo en la polimerizacion de los taninos y en la formacion de combinaciones
taninos-antocianos, que producen a su vez una disminucion de la astringencia y una
evolucioén del color de los vinos.

El color, la astringencia y el amargor de los vinos son esencialmente debidos a las
sustancias fenolicas y a los productos de sus reacciones. Asi pues, los compuestos
fendlicos juegan un papel primordial en las caracteristicas organolépticas de los vinos,
tanto positivo (cuerpo, estructura, complejidad, redondez), como negativo (dureza,
aspereza, astringencia), estando basada la impresion organoléptica final por el balance
harmonioso entre estos dos tipos de sensaciones, y directamente relacionada con el tipo
y concentracion de varios compuestos, como los antocianos, y los taninos.

En los vinos tintos el color evoluciona constantemente durante la maduracion y el
envejecimiento, pasando progresivamente de un color violaceo a un color teja. Estas
modificaciones visuales, que se acompafian de una pérdida de astringencia, se
relacionan con fenémenos de adicion, que transforman los antocianos y flavanoles en
otras especies moleculares.

Entre las distintas reacciones entre antocianos y taninos, se encuentran aquellas en
las que el antociano juega el papel de electrdfilo y el tanino de nucledfilo, que conduce
a un desplazamiento del equilibrio hacia la forma coloreada, dando mayor estabilidad al
pigmento obtenido.

En otras ocasiones se producen adiciones tanino-antociano, o tanino-tanino, en la
que el electrofilo es un carbocation liberado por la ruptura de las uniones poliméricas de
los taninos, que reacciona con el antociano o con otra molécula de flavanol (generando
nuevas moléculas de proantocianidinas).

El etanal presente en el medio, formado durante la fermentacién por oxidacion del

etanol o descarboxilacion del 4cido piravico, también interviene favoreciendo estas
reacciones de adicion entre antocianos y flavanoles.
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El color de las combinaciones antociano-taninos es rojo-anaranjado, mas intenso
que el de los antocianos libres, y no son sensibles al efecto del pH y del SO,. En
cambio, el color de los productos generados por reacciéon de los antocianos con los
flavanoles en presencia de etanal es rojo-violeta. Este fendmeno ha sido interpretado
como un efecto de copigmentacion intermolecular.

En general, las interacciones de los cationes flavilio con otros compuestos
fenolicos contribuyen a la intensidad y estabilidad del color de los vinos tintos por un
proceso de copigmentacion. Parece ser que la epicatequina es el mejor copigmento
flavonoide del vino, en lo que respecta a intensidad del color, pero los flavanoles y
acidos fendlicos establecen una unién mas fuerte con los cationes flavilio.

Por otra parte, la interaccion de los taninos con las proteinas es el origen de la
sensacion de astringencia caracteristica de estas moléculas y puede participar en el
desarrollo de turbios y precipitados negativos para la calidad del vino. Esta propiedad de
los taninos de reaccionar con las glicoproteinas de la saliva (mucina) y las proteinas en
la boca, provocando una modificacién de su condicion y de sus propiedades lubricantes.
En funcion del tipo, peso molecular y concentracion de los taninos, puede producirse
una impresion suave y equilibrada, o, por el contrario, cierta agresividad que es
perceptible como cierto amargor al final del paladar o como astringencia en el post-
gusto.

1.2.4 Distribucion de los compuestos fendlicos en uvas y vinos

Las principales familias de estructuras polifenolicas encontradas en uvas, asi como
en vinos, estan constituidas por 4cidos fendlicos y sus correspondientes ésteres,”’*
flavanoles, catequinas, proantocianidinas,39 ademdas de flavonoles y sus estructuras
glicosiladas.****  Ademas en el caso de los vinos tintos también encontramos
antocianos.

Las estructuras representativas principales son los acidos galico y vainillinico.*"*!
La familia de los acidos hidroxicinamicos esta representada por los acidos cafeico,
cumarico, caftarico y cutarico,” caracterizandose estos dos Gltimos por ser ésteres con
el acido tartarico.

Dentro del grupo de los flavan-3-oles, (-) epicatequina,” y especialmente (+)
catequina, asi como sus correspondientes B1, B2, B3 procianidinas, son las estructuras
mas ampliamente encontradas.
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En la uva, destacan los acidos hidroxicinamicos que se encuentran en las vacuolas
de las células del hollejo y de la pulpa bajo forma de ésteres tartaricos, siendo los acidos
cafeico y cumarico, esterificados con acido tartarico, los mas caracteristicos del zumo.
La forma natural es las trans pero los isdmeros cis también existen aunque en forma
minoritaria. Estos mismos acidos estdn ademds implicados en la acilacion de los
antocianos. La presencia de los ésteres tartaricos y la ausencia de los ésteres quinicos
(acido clorogénico por ejemplo) son una de las especificidades del género Vitis si se
compara con la mayor parte de las demads frutas. En general, las concentraciones de los
¢ésteres hidroxicindmicos son mayores en el hollejo que en la pulpa.

En lo que concierne a los dcidos benzoicos, la uva contiene principalmente acido
galico, presente bajo forma de éster de flavanoles. Las semillas (pepitas) contienen
acido galico y estructuras flavan-3-ol, constituyendo la parte mas simple de la uva en lo
que respecta a la composicion polifendlica.*

Aunque se han detectado trazas de monomeros y dimeros de flavan-3-oles en la
pulpa, en el seno de la baya se localizan principalmente en las semillas.** Este hecho se
confirma con los estudios adicionales llevados a cabo en las pepitas donde las
estructuras (+) catequina, (-) epicatequina y sus correspondientes proantocianidinas han
sido ampliamente descritas.

El vino contiene una alta diversidad de compuestos polifendlicos. Ademas dicha
composicion puede variar notablemente de un vino a otro como consecuencia, en primer
lugar, de la influencia de la variedad de uva empleada para su elaboracion; y en segundo
lugar, del proceso de vinificacién, que altera de manera importante la composicién
polifendlica encontrada en la uva, asi como el envejecimiento.

Durante la vinificacién y el envejecimiento, los compuestos fenolicos procedentes
de la uva participan en diversos tipos de reacciones. Ademas en los vinos que han
permanecido en barrica, se puede notar la presencia de constituyentes extraidos de la
madera utilizada durante la crianza. Asi pues, la composicion fendlica del vino depende
a la vez de la materia prima y del tipo de vinificacion desarrollada, influyendo tanto
sobre fenomenos fisicos (como la difusién de compuestos desde las partes solidas hacia
el mosto, o la extraccion de compuestos de las barricas) como sobre los fenomenos
bioquimicos y quimicos en los cuales estdn implicados los polifenoles (oxidacion,
degradacion, condensacion).
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Por otro lado, la bibliografia disponible* cita estudios comparativos entre el
mosto y las muestras de vino tomadas a partir de distintas variedades de uva. Los
resultados correspondientes de este tipo de estudios han revelado que ambas matrices
comparten una composicion polifendlica similar, excepto para el tirosol, que esta
presente en vinos pero ausente en los mostos correspondientes, siendo un producto del
metabolismo de las levaduras.

En ambas matrices estudiadas los &cidos hidroxicindmicos parecen ser los
mayoritarios, seguidos por los flavonoides y los dacidos hidroxibenzoicos,
principalmente galico y protocatéquico. Sin embargo cuantitativamente hablando el
proceso de vinificacion es responsable de una pérdida considerable de acidos
hidroxicindmicos (20%) y de una ganancia neta de la fraccion flavonoidea, mientras que
los niveles de acidos hidroxibenzoicos se mantienen constantes.*

Los polifenoles pueden ser indicativos de la variedad de uva, del conjunto de
condiciones de crecimiento™ y de los tratamientos de fermentacién.* Por ello, la
concentracion de varios compuestos polifenolicos se ha utilizado en la determinacion
del tipo de vino, su edad y, ultimamente, de la calidad del mismo. Las propiedades
previamente comentadas del vino junto con sus conocidos beneficios para la salud, han
motivado el creciente interés en el estudio de los polifenoles presentes en este tipo de
muestras.

A nivel cuantitativo es posible establecer que el contenido polifendlico en vinos
tintos (740-2900 g/1) es mayor que en vinos blancos (260-700 mg/1) o vinos rosados de
acuerdo con el estudio llevado a cabo por Sato y col.** en 31 muestras de distintos
vinos. En el caso de variedades cultivadas en zonas de clima calido, como la nuestra,
podemos citar, por ejemplo, los niveles encontrados por Morales y col.,”
concretamente para algunas variedades tintas cultivadas en Montilla Moriles, de en
torno a los 3000 mg/l, si bien hay que indicar que los propios autores afirman que con
una maceracion mas prolongada se conseguirian niveles mas elevados.

En general, las moléculas preponderantes, tanto a nivel cuantitativo, como
cualitativo en el vino parecen ser los productos condensados derivados de los
constituyentes fenolicos del fruto.
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1.2.5 Interés del analisis de los compuestos fenolicos

La diversidad estructural de compuestos fenolicos y el efecto en sus propiedades
fisico-quimicas complican su determinacion. Ademads, cierto nimero de compuestos
fenolicos son facilmente hidrolizables y muchos son, relativamente, facilmente
oxidables, lo que complica mas atn el manejo de las muestras.

Tanto los frutos como otras partes de las plantas son una importante fuente de
sustancias fendlicas, tanto para la dieta, como para considerarlas a nivel comercial. Es
por ello por lo que la preparaciéon de la muestra es una etapa critica en el analisis,
especialmente en muestras de origen vegetal donde la complejidad de la matriz es
considerable.

En consecuencia los métodos de extraccion de fenoles a partir de frutos
dependeran entonces de distintos factores y los procedimientos usuales de
cuantificacion implican el uso de técnicas de separacion. Lo que estd claro es que para
determinar compuestos fendlicos en muestras vegetales solidas es necesario el empleo
de técnicas de extraccion eficientes.

El conocimiento de la extraccion de sustancias fendlicas es también de
considerable interés por sus importantes aplicaciones practicas en la industria
alimentaria. Por ejemplo, la extraccion de compuestos fenolicos durante la prensada de
la uva, la extraccion de compuestos fenolicos coloreados por maceracion de las partes
solidas en uvas tintas, o la extraccion de compuestos fenolicos de la madera por el vino
durante el envejecimiento en barriles,*® tiene consecuencias significativas para la
produccion de vinos de calidad.

Como micronutrientes, la medida de compuestos fendlicos no se considera
importante en el procesado (a pesar del hecho de que muchos casos de deterioro de
alimentos estan relacionados con reacciones de pardeamiento fendlico). Sin embargo,
con la tendencia actual hacia la concienciacion del consumidor y la demanda de
alimentos con propiedades beneficiosas para la salud podemos ver que se estd
incrementando el interés por la cuantificacion de compuestos fenodlicos en alimentos.

La adulteracion representa otra area de la industria alimentaria donde la
cuantificacion de los compuestos fenolicos tiene potencial. Asi, recientemente Valentao
y col.¥’ han descrito la determinacion de flavonoides en el contexto del control de
calidad, y De Villiers y col.** evaluan la adicion de colorantes artificiales en vinos
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tintos. La adulteracion de zumos de citricos es otra area donde la cuantificacion
fenolica es necesaria; sin embargo, a pesar de su potencial, todavia no es de uso
rutinario. Como consecuencia de la demanda de métodos de cuantificaciéon de rutina
para compuestos fenolicos, es de esperar que se incrementara el énfasis puesto en la
preparacion de la muestra.

1.3 Determinacion de compuestos fenolicos

El aislamiento de compuestos fenolicos de la matriz de la muestra es
generalmente un requisito previo para cualquier proceso de analisis. El objetivo tltimo
es la preparacion de un extracto de la muestra uniformemente enriquecido en todos los
compuestos fenolicos de interés y libre de las formas interferentes de los otros
componentes de la matriz. Esto implica una serie de etapas que comprenden desde una
extraccion exhaustiva con disolventes y procedimientos de preconcentracion, que han
venido evolucionando en los ultimos afios desde la simple extraccion liquido-liquido o
la filtracion.

La preparacion de las muestras para estudios analiticos que podrian determinar la
composicion de compuestos polifendlicos en matrices vegetales consiste en varias
etapas, basicamente condicionadas por la matriz y la naturaleza polifendlica de la
muestra. Este proceso puede ser bastante heterogéneo, implicando gran numero de
fases, o quedar reducido a lo minimo.

El analisis de los compuestos fendlicos en uvas es complejo debido a que su
composicion polifendlica depende de muchas variables y esto dificulta su
determinacion. Como ya hemos mencionado se hace necesaria una etapa previa de
extraccion, salvo en casos muy concretos. La extraccion debe realizarse con el
disolvente adecuado y bajo condiciones analiticas optimizadas de temperatura, pH, etc..

Cuando los compuestos polifendlicos se encuentran en matrices liquidas, como
puede ser el caso del vino o los mostos, se suelen emplear las extracciones liquido-
liquido o si es necesario, una extraccion en fase sélida (EFS). En cualquier caso la etapa
de extraccion es extremadamente importante, y el proceso dependera de la liberacion de
los analitos propios de la matriz vegetal en el medio, que permitird la mayor o menor
determinacion cuantitativa en el extracto.
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La determinacion de la recuperacion en muestras solidas es complicada al
constituir el fruto una matriz natural con una alta actividad enzimatica, por lo que deben
tomarse las precauciones necesarias para asegurar una correcta extraccion, desprovista
de modificaciones quimicas, que ocurren frecuentemente en el proceso.” Un ejemplo es
la isomerizacion fotoquimica del trans-resveratrol al isémero cis.*’ Los métodos de
proteccion de estos compuestos frente a esos procesos degradativos incluyen la adicion
de antioxidantes durante la extraccion y el uso de atmosferas inertes. Las condiciones
empleadas deberian ser tan suaves como sea posible, para evitar la oxidacion,
degradacion térmica y otros cambios quimicos y bioquimicos en la muestra.

El procedimiento preciso dependera de la naturaleza del analito (fenoles totales, o-
difenoles frente a otros fenoles, clases especificas de fenoles como glicosidos de
flavanonas o compuestos individuales) y de la muestra (tipo de fruto, porcion del
mismo, etc..) y particularmente de su estado fisico. En el caso de matrices liquidas, a
menudo se emplea la extraccion liquido-liquido o la extraccion en fase solida. Estos
métodos convencionales tienen una aplicacion limitada a muestras soélidas o semi-
solidas debido a los largos tiempos de extraccion y a las precauciones necesarias para
proteger las especies fendlicas altamente reactivas de los procesos de degradacion.

Por ultimo hay que indicar que en algunos casos debe llevarse a cabo una etapa de
hidrolisis, generalmente en medio 4cido, simultdnea o posteriormente a la etapa de
extraccion. Una vez que la mezcla polifendlica es puesta en disolucion, puede ocurrir
que debido a su complejidad estructural, deban emplearse otras etapas posteriores de
fraccionamiento, con el propdsito de separar compuestos polifenolicos en distintas
fracciones o simplemente para eliminar impurezas o sustancias no interesantes.

1.3.1 Técnicas de preparacion de muestras

A continuacidn se revisan y se comentan diversas aplicaciones de metodologias de
preparaciéon de muestras de utilidad en el andlisis de la composicion fendlica de
distintos tipos de muestras vitivinicolas.
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1.3.1.1 Muestras liquidas

Las técnicas mas comunes empleadas para muestras liquidas incluyen la
extraccion liquido-liquido (ELL) y la extraccion en fase solida (EFS), analizdndose
posteriormente los extractos por cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE).

1.3.1.1.1 Extraccion liquido-liquido (ELL)

La distribucion de un soluto entre dos fases inmiscibles en un fenomeno de
equilibrio que sigue una ley de distribucion, donde la constante de equilibrio se define
como la relacidon entre las actividades (o concentraciones) de los solutos entre las dos
fases. Por esta razon, para optimizar una nueva técnica de extraccion liquido-liquido,
deberian considerarse diversas variables que pueden modificar la constante de
equilibrio, pero también aquellos que influyen en la cinética de distribucion de los
solutos entre las dos fases.

En relacion al equilibrio, las variables a considerar son la temperatura, la relacion
de volumen (o volumen de extractante) y la fuerza ionica del medio. En relacion con la
cinética de la transferencia del material entre las dos fases, en todos los equilibrios de
particion debemos asegurarnos que el equilibrio se establece, por lo que la variable a
considerar debera ser el tiempo de extraccion.

Este método ha encontrado aplicacion en la preparacion de muestras biomédicas,
farmacéuticas, clinicas y biologicas. Sin embargo, sus mayores desventajas incluyen la
formacion de emulsiones, las distintas eficiencias de extraccion para varios compuestos
con varios agentes extractantes y la baja sensibilidad. La sensibilidad puede ser
incrementada eliminando el disolvente extractante por calor o con el flujo de un gas
inerte. Desafortunadamente, esta etapa puede contribuir a las pérdidas de analitos, y los
peligros de seguridad que implica el manejo de disolventes toxicos e inflamables son
considerables.

Por otro lado el procedimiento de ELL es, generalmente, tedioso, implica un
elevado consumo de tiempo y es costoso (alto consumo de disolventes).

Para la extraccion de compuestos polifendlicos se han empleado distintos métodos
de preconcentracion y separacion, particularmente extracciones con varios disolventes
principalmente acetato de etilo y éter dietilico.”™' Asi, Baldi y col.”? extrajeron
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polifenoles por ELL empleando acetato de etilo a dos niveles de pH (2 y 6), Pefia-
Neira™ analiza la composicién fendlica de vinos espafioles con distinto origen
geografico mediante la extraccion con éter dietilico y con acetato de etilo. Gomes™
fracciond los compuestos fenolicos por medio de una extraccion con éter dietilico,
acetato de etilo y butanol; Downey y col.”” analizan flavan-3-oles y proantocianidinas
en pepitas y hollejos de la variedad Syrah tras su extraccion con acetona.

Bengoechea y col.”® extrajeron polifenoles a partir de mosto y vino por medio de
tres extracciones sucesivas con 10 ml de éter dietilico, seguido de otras tres extracciones
con 10 ml de acetato de etilo. Le Bon y col.”’ también usaron acetato de etilo (a pH 2)
para extraer flavonoides.

También Rodriguez-Delgado™® determina catequina, 4cido vainillico, 4cido
siringico, epicatequina y trans-resveratrol mediante CLAE tras la extraccion previa con
éter dietilico a pH=2.

Incluso aunque las recuperaciones son mejores con acetato de etilo que con éter
dietilico,”® el acetato de etilo es menos conveniente debido a su mayor punto de
ebullicion, que implica una mayor posibilidad de degradacion de las muestras durante la
concentracion a mayores temperaturas o con tiempos mas prolongados.

Sin embargo, a pesar de que hay numerosos estudios que se centran en la
seleccion del extractante méas adecuado para los compuestos fendlicos, existen pocos
datos acerca de la cuantitatividad de las extracciones, la influencia de factores como la
fuerza idnica del medio o la metodologia 6ptima para llevar a cabo la separacion en la
practica y para minimizar la produccion de interferencias analiticas durante la
separacion, como los trabajos de Barroso y col.”>*!

Bri y col.”? emplean la ELL para determinar compuestos fenolicos de bajo peso
molecular en vino, para ello disefiaron un sistema rotatorio y continto, como alternativa
a la extraccion convencional en varias etapas y a la extraccion diferencial, que permitia
la extraccion simultanea de varias muestras con buenas recuperaciones y alta
sensibilidad, minimizando al mismo tiempo la aparicion de interferencias analiticas
durante el proceso de extraccion. El disolvente empleado fue éter dietilico. Con este
método se consiguieron recuperaciones superiores al 70% para todos los patrones
estudiados excepto para el 4cido géalico con una recuperacion del 40%. En cuanto a las
desviaciones estandar todas fueron inferiores al 7% para los estandares y algo mayores
en las muestras de vino.
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Si tenemos en cuenta los inconvenientes anteriormente mencionados es facil
entender porque esta técnica esta siendo reemplazada por otras técnicas que son mas
faciles de automatizar, consumen menor cantidad de disolventes y requieren menos
tiempo, como ocurre con la EFS.

1.3.1.1.2 Extraccion en fase solida (EFS)

El método de EFS puede ser una técnica de aislamiento que no requiera ningin
tratamiento de calor, y el tiempo de aislamiento es muy corto en comparacioén con los
métodos tradicionales existentes. Este método elimina la formacién de emulsiones y
minimiza la exposicion del personal a disolventes, o muestras, peligrosos. Lo que es
mas, los peligros de incendio o toxicidad se reducen considerablemente cuando se
utiliza la EFS en comparacion con la ELL.

Aunque la ELL ha permanecido durante varios afios como la técnica de
preparacion preferida para muestras liquidas, especialmente en el campo
medioambiental, desde comienzos de los afios 90, se ha incrementado
considerablemente el desarrollo de la EFS, con amplias mejoras en los formatos,
automatizaciones e introduccion de nuevas fases. Mientras que en la ELL solo pueden
utilizarse disolventes inmiscibles con el agua para aislar los analitos, casi no hay
restricciones en la eleccién de la fase movil para los procedimientos de EFS.%

Entre los principales objetivos del desarrollo del procedimiento de EFS
encontramos la obtencion de extractos libres de interferencias con la matriz en pocas
etapas (preferiblemente en una cuando sea posible), por tanto, la selectividad es una
caracteristica importante a considerar.

Puede considerarse que la tecnologia de adsorbentes estd especificamente y
especialmente desarrollada con vistas a conseguir ampliar el rango de polaridades®.
Asi, podemos citar el desarrollo de:

» Las silices C18 monofuncionales y las silices C18 abiertas, con el objetivo de

incrementar el numero de grupos silanoles no modificados en la superficie de
la silice para proporcionar interacciones polares secundarias con los analitos.
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Adsorbentes con esqueleto base de carbono y copolimeros altamente
entrecruzados de poliestireno-divinilbenceno, para conseguir mejorar la
extraccion de analitos polares. Entre los primeros, los mds ampliamente
utilizados son carbones negros grafitizados obtenidos por el calentamiento de
carbones negros a alta temperatura (2700-3000°C), teniendo la ventaja de
presentar varios centros activos cargados positivamente en la superficie, lo
que permite su aplicacion para el analisis de pesticidas.”®

Polimeros hidrofilicos-lipofilicos (tal es el caso del denominado HLB Oasis,
que es un copolimero de divinilbenceno y N-vinilpirrolidona), que intentan
paliar la limitacion que presentan los adsorbentes de silice en fase reversa y
de los poliméricos, por la que deben acondicionarse con alglin disolvente que
los humedezca, y les permita permanecer en tal estado antes de la aplicacion
de la muestra.

Adsorbentes de par i6nico o intercambio i6nico para la extraccion de analitos
i6nicos o ionizables. Entre los de intercambio catidénico se incluyen los
débiles con grupos acido carboxilico y los fuertes, con grupos de acido
sulfonico, aromaticos o no. Los de intercambio anidnico estan constituidos de
grupos amino primarios o secundarios en el caso de los débiles, mientras que
los fuertes son formas de amino cuaternario.

Adsorbentes con mezcla de mecanismos de retencidon, permiten la extraccion
y limpieza de matrices biolégicas en la misma secuencia.®®

Adsorbentes de EFS en fase normal: incluyen alumina, Florisil (silicato
magnésico sintético) y silice modificada quimicamente por grupos polares
como los grupos amino, ciano o diol.

Adsorbentes de extraccion por inmunoafinidad: emplean materiales
implicados en las interacciones antigeno-anticuerpo, proporcionando métodos
de extraccion selectivos basados en el reconocimiento molecular. Los
anticuerpos estan unidos covalentemente en un adsorbente apropiado
formando el denominado inmunoadsorbente. Puesto que los anticuerpos son
altamente selectivos hacia el analito, suelen iniciar la respuesta inmune con
una alta afinidad, permitiendo que el inmunoadsorbente pueda extraer y aislar
el analito de matrices complejas en una sola etapa.
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* Polimeros “grabados” molecularmente (PGM): implican la preparacion de
polimeros con sitios de reconocimientos especificos para ciertas moléculas.
La sintesis se realiza uniendo mondémeros alrededor de una molécula molde,
y permitiendo la consiguiente polimerizacion al usar un entrecruzador y
proporcionarle un material rigido. Después, las moléculas molde se eliminan
y los polimeros resultantes presentan cavidades que son las “huellas” y que
sirven de sitios de reconocimiento permitiendo la union a la molécula molde.
Al igual que los inmunoadsorbentes, el reconocimiento se debe a la “horma o
forma” y a una mezcla entre interacciones de hidrogeno, hidrofobicas y
electronicas. Presentan las ventajas de ser mas rdpida y facilmente
preparables, usando métodos bien definidos, y de ser estables a altas
temperaturas, en un amplio rango de pH y disolventes organicos.

= Adsorbentes con carga metalica: empleados para preconcentrar compuestos
orgéanicos que pueden formar complejos con iones metalicos.

Aunque el método de EFS se ha aplicado frecuentemente para la limpieza,
concentracion y eliminacion de interferencias presentes en las muestras, su aplicacion
puede extenderse al aislamiento de componentes alimentarios y residuos quimicos.

Podemos emplear la EFS de dos formas diferentes para el aislamiento de los
compuestos de interés:

e retencion y elucion: en primer lugar se acondiciona el adsorbente (fase solida),
se carga la muestra, se lavan los interferentes y se eluyen los compuestos de
interés.

e climinacion de los interferentes por retencion: primero se acondiciona el
adsorbente, se carga la muestra reteniéndose los interferentes en el mismo, y se
eluyen los compuestos de interés, quedando las interferentes unidos a la fase
solida.

En el analisis de vinos se sigue empleando frecuentemente la EFS para conseguir
separar los analitos de interés del resto de componentes de la matriz. Csiktusnadi Kiss y
col.”” evaluan distintos tipos de adsorbentes (silice, octadecilsilice, cianopropil, alimina
acidica, alimina bésica, alimina neutra, diol, aminopropil, florisil, carbén negro) para la
extraccion de pigmentos en vinos tintos.
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Revilla y Gonzalez-SanJosé® realizan una EFS con Amberlita XAD para estudiar
los cambios que experimentan ciertos compuestos fendlicos (fenoles de bajo peso
molecular y flavanoles) durante el almacenamiento de vinos tintos sometidos a
tratamiento con enzimas pectoliticas.

Asimismo, existen varias publicaciones que coinciden en el uso de Cs para la
separacion previa al andlisis, de distintos analitos encontrados en el vino: polifenoles en
generalfg’70 flavonoides,”! trans-resveratrol,®’*"* u ocratoxina A.”*7 En otros casos, en
cambio, a pesar de analizarse el mismo tipo de muestras y de compuestos, se emplean
otros adsorbentes, tales como:

- copolimeros de estireno-divinilbenceno para el andlisis de frans-resveratrol
(LiChrolut EN)," en la determinacién simultanea de polifenoles, 4cidos organicos
y azlcares (SDB-L);’° para el analisis de la evolucién del contenido en
compuestos fendlicos durante la maduracion en barrica de vinos tintos (Strata-
X);”" o para el analisis de distintos compuestos fendlicos en vinos de crianza en
barrica (RP-101 y RP-105).7

- amina cuaternaria (SAX), o un copolimero de N-vinilpirrolidona y
divinilbenceno (Oasis HLB)” para determinar compuestos fendlicos libres y
catequinas. También se ha utilizado este ultimo adsorbente en el analisis de
ocratoxina A en muestras de mosto, vino y cerveza (ademds de cartuchos de
fenilsilano).*

Recientemente han comenzado a aplicarse los denominados PGM (polimeros
grabados molecularmente) sobre alimentos y otras matrices complejas. Como ya
mencionamos anteriormente, éstos polimeros son adsorbentes selectivos con sitios de
reconocimiento molecular disefiados para un analito en particular.

Chapuis y col.®' emplean estos polimeros para evaluar la extraccion de triazinas
en muestras de suelos y zumos de uva, para ello desarrollan dos polimeros “grabados”
molecularmente preparados en diclorometano con terbutilazina y ametrina como
moléculas molde. Esta misma técnica es desarrollada por Weiss y col.*? para la
extraccion de compuestos flavonoideos, y por Maier® para evaluar las ventajas y
limitaciones que tendria a la hora de determinar ocratoxina A en vinos tintos.
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En la tabla que se presenta a continuacion se da una descripcion de las dos
técnicas de preparacion de muestras liquidas anteriormente mencionadas y se indica
aproximadamente el tiempo de extraccion, el coste, la facilidad de operacion y las
desventajas de las dos técnicas mas empleadas:

i | ELL N EFS 1
a) Analito retenido en un
adsorbente solido;
interferencias eliminadas con
Analito repartido entre dos un lavado del adsorbente.
Descripcion del sistema disolventes inmiscibles Desorcion del analito usando

un disolvente organico.

b) Retencidon de las interferencias
en el adsorbente y elucion de
los analitos.

Tiempo extraccion Pueden superarse 24 h. Menos de 1 hora
Coste Bajo Bajo/Medio
Facilidad de operacion Facil Ademas de manuales, existen

sistemas automaticos y robotizados
disponibles para rutina

Desventajas Requiere concentracion de Requiere el desarrollo de un

la muestra tras extraccion método, eleccion de adsorbente y

optimizacion de su selectividad

Tabla 1 Caracteristicas de ELL y EFS

1.3.1.2 Muestras solidas

Las muestras solidas presentan una problematica adicional a las ya comentadas
para las muestras liquidas: una etapa previa de extraccion.

Las técnicas mas comunes empleadas para muestras sélidas incluyen la extraccion
Soxhlet, extraccion asistida por ultrasonidos (EAU), extraccion asistida con microondas
(EAM), extraccion con fluidos supercriticos (EFSC) y la extraccion con fluidos
presurizados (EFP). Hay que destacar que todas las técnicas anteriores se incluyen en
alguno de los métodos oficiales de analisis empleados por la Agencia de Proteccion
Medioambiental estadounidense (EPA).
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1.3.1.2.1 Extraccion asistida por ultrasonidos (EAU)

Se basa en el empleo de la energia derivada de los ultrasonidos (ondas de sonido
con frecuencias superiores a 16 kHz) para facilitar la extraccion, a partir de la muestra
solida, de los analitos por el disolvente orgéanico seleccionado en funcién de la
naturaleza de los solutos a extraer. La extraccion se ve facilitada y acelerada gracias a
esa energia. Los resultados obtenidos son similares a los de una extraccion Soxhlet pero
la duracidn no es superior a los 30 minutos en la mayoria de los casos.

Este proceso de extraccion es rdpido en comparacion con los métodos
tradicionales, como ya hemos mencionado, debido a que el area de la superficie de
1 o 84
contacto entre la fase solida y la liquida es mucho mayor.

Son muy contadas las aplicaciones de esta técnica en el analisis de compuestos no
volatiles en uvas o vinos, habiéndose empleado inicamente en el andlisis de acidos
organicos.*

Por ultimo hay que indicar que en muchos de los estudios antes citados las
condiciones Optimas de extraccion se han establecido usando técnicas de disefio
experimental. Se usan estas técnicas porque deben optimizarse varias variables y dichas
técnicas permiten determinar facilmente las variables mas significativas.

1.3.1.2.2 Extraccion asistida por microondas (EAM)

Las microondas son ondas de alta frecuencia electromagnética situadas entre las
regiones de radio-frecuencia e infrarroja en el espectro electromagnético (con un rango
de frecuencias entre 0,3-300 GHz).

A diferencia del calentamiento convencional donde el calor penetra lentamente
desde el exterior al interior de un objeto, la energia de microonda es “fria” produciendo
calor, el calentamiento aparece justo en el nticleo del objeto que esté siendo calentado, y

el calor se extiende desde el interior al exterior del cuerpo.
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La energia de microondas afecta a las moléculas por conduccion idnica y rotacion
dipolar. En la conduccion idnica los iones en soluciéon migraran cuando se aplique el
campo electromagnético. La resistancia de la solucion a este flujo de iones producira la
friccion y, por tanto, el calentamiento de la solucion. La rotacion dipolar supone un
realineamiento de los dipolos con el campo aplicado, estos movimientos moleculares
forzados producen una “fricciéon” molecular y un calentamiento.

La seleccion del disolvente apropiado es la clave para una extraccion 6ptima. Para
seleccionar los disolventes se deben considerar las propiedades de absorcion de las
microondas por el mismo, la interaccion del disolvente con la matriz, y la solubilidad
del analito en el disolvente. Cuanto mayor sea el momento dipolar del disolvente mas
rapido se calentara el mismo bajo irradiacion de microondas.

Otros factores importantes a tener en cuenta son: la compatibilidad entre el
disolvente de extraccion y el método analitico usado en el andlisis del extracto (los
disolventes menos polares parecen preferirse para el analisis por CG, mientras que
disolventes mas polares son preferibles para andlisis por CLAE o técnicas de
inmunoensayo) y la selectividad del disolvente. Se ha encontrado poca informacioén
sobre la selectividad de la EAM en la bibliografia ya que la técnica es tan eficiente que
no puede considerarse una técnica selectiva de extraccion. Suele ser necesaria una etapa
de limpieza tras la extraccion en casi todos los casos.

La muestra y el disolvente son sometidos a la accion de las microondas en
recipientes sellados (EAM presurizada) o abiertos (EAM atmosférica). Existen equipos
de EAM presurizada que permiten extraer simultaneamente hasta 14 muestras, en
cambio la EAM atmosférica s6lo es capaz de extraer una muestra por experimento.

Cuando la EAM se lleva a cabo en recipientes cerrados, la temperatura conseguida
durante la extraccidon serd mayor que el punto de ebullicion de los disolventes. Para la
mayoria de los disolventes la temperatura dentro del recipiente es dos o tres veces el
punto de ebullicion de los mismos. Estas elevadas temperaturas conducen a mejores
eficiencias de extraccion del analito de la matriz de la muestra.

Su aplicaciéon a la determinacion de compuestos fendlicos en alimentos es
limitada. Chu y col.* han realizado estudios relacionados al determinar patrones (4cido
galico, acido gentisico, acido vainillico, 4cido caféico, acido ferulico y 4acido p-
cumarico) tras su tratamiento con bis(trismetilsilil)acetamida e irradiacion con
microondas. En el caso de muestras enoldgicas Unicamente se ha encontrado en la
bibliografia un articulo sobre la extraccion de polifenoles en pepitas de uva.”’
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1.3.1.2.3 Extraccion con fluidos supercriticos (EFSC)

Esta técnica ha recibido mucha atencidon como posible alternativa para la
preparacion de muestras. La metodologia se basa en el principio de que un fluido (gas)
por encima de su punto critico exhibe las propiedades de solvatacion de un disolvente
liquido. El fluido es supercritico por encima de su punto critico. La mayor ventaja de
esta técnica sobre los métodos tradicionales de preparacion de muestras es el uso de
fluidos supercriticos no toxicos como el didxido de carbono.

Los fluidos supercriticos tienen propiedades Unicas que los sitGan entre los
liquidos y los gases. Sus viscosidades son mucho menores que las de los liquidos y sus
tensiones superficiales son muy bajas. Por ello pueden penetrar en los poros de los
solidos mucho mas facilmente que los liquidos. Sus densidades, sin embargo, son
mucho mayores que las de los gases, por lo que sus capacidades para llevar materiales
disueltos son también similares a las de los liquidos.

Las extracciones pueden llevarse a cabo en modo estatico, dinamico o con
recirculacion. En el primer caso la célula se llena con el fluido supercritico, se presuriza
y se permite que alcance el equilibrio. En el modo dinamico, el fluido supercritico se
hace pasar a través de la célula continuamente. En el ultimo caso, el mismo fluido es
bombeado repetidamente a través de la muestra, y, después del nimero requerido de
ciclos, se bombea hacia el vial de recoleccion. Durante la extraccion los analitos
solubles se reparten desde la matriz de la muestra hacia el fluido supercritico, el cual se
descomprime, sin pérdidas, a través de un restrictor de flujo variable, hacia el vial de
recoleccion.

Aunque se han investigado muchos fluidos supercriticos (compuestos
fluorocarbonados, N,O, SF¢, NH3), el mds cominmente usado como fluido supercritico
es el dioxido de carbono (CO,). Alcanza el estado supercritico a una presion (72,9 atm)
y temperatura (31,3°C) relativamente bajas. Es no toxico, no inflamable, no corrosivo,
muy inerte quimicamente y facil de conseguir. Es apolar, pero su polaridad puede
ajustarse con modificadores como la acetona, metanol o etanol. Su rapido poder de
penetracion y solvatacion proporciona altas recuperaciones para muchos analitos. Hay
que indicar ademds que la polaridad del fluido seleccionado puede ser modificada
apropiadamente para optimizar el aislamiento de los compuestos de interés.
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Los fluidos supercriticos pueden ser utilizados bajo un amplio rango de
condiciones. Tanto por encima del punto critico como en zonas ligeramente inferiores.
La densidad y el poder de solvatacion del fluido supercritico pueden variarse
cambiando la presidon y temperatura, asi como las velocidades de flujo, tiempos de
extraccion y modificadores. La eficiencia de la extraccion con fluidos supercriticos se
ve afectada por una multitud de variables, incluyendo el tipo de matriz, tipo de analito,
tipo de fluido, geometria del recipiente, orientacion del recipiente, tipo de restrictor, y
sistema de recoleccion de los analitos.

El potencial de esta técnica reside en el hecho de que los pardmetros fisicos
instrumentales pueden ser cambiados para modificar las interacciones quimicas
directamente. El fluido supercritico tiene una densidad que es suficientemente elevada
para proporcionar una buena capacidad disolvente pero suficientemente baja para que
exista una alta difusibilidad y una rapida transferencia de masa a través de la matriz de
las muestras.

La fase de recoleccion del soluto tras la extraccion tiene lugar, generalmente, de
una de las formas siguientes: mediante la deposicion en una trampa de fase soélida o en
disolvente. Wenclawiak y col.*® usan un condensador Dewar para optimizar la
recoleccion en disolventes organicos. Eckard y Taylor® comparan la recoleccion de
analitos de distintas polaridades en varias trampas de fase solida, llegando a la
conclusion de que la que proporciona mejores resultados es una mezcla de Porapak Q y
bolas de vidrio.

La EFSC ofrece cierto numero de ventajas respecto a la recuperacion a partir de
muestras solidas y se ha estudiado el comportamiento de extraccion de los compuestos
fenolicos, usando didxido de carbono supercritico, soportados en arena.”

La aplicacion de la extraccion con fluidos supercriticos a muestras de interés
alimentario es cada vez mas comun’. La popularidad de esta técnica para estas
aplicaciones puede atribuirse directamente a la eliminacién de disolventes organicos, la
alta solubilidad de la materia lipofilica en CO, supercritico y a las bajas temperaturas
que permiten el analisis del aroma. Valcarcel y Tena’” hacen una revision de varias de
estas aplicaciones.

En el caso del andlisis de muestras enologicas se centra mas bien en muestras
liquidas: se ha extraido frans-resveratrol y otros compuestos fendlicos™ (acido galico,
(+) catequina, (-) epicatequina, acido cafeico, dcido p-cumarico, miricetina, quercetina y
acido salicilico) a partir de un soporte inerte (tierra de diatomeas) al que se han
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adicionado dichos compuestos, recogiéndose sobre distintas trampas (octadecilsilano,
CN y Diol) y eluyéndose con metanol o acetonitrilo. También se ha empleado la EFSC
sobre muestras solidas, asi se ha determinado trans-resveratrol a partir de hollejos de
uva (mediante el empleo de CO, supercritico modificado en un 7,5% con etanol),”* y
acidos grasos procedentes del aceite contenido en pepitas de uva.”

Palma y col.”® han llevado a cabo extracciones fraccionadas de compuestos
fenolicos (catequina, epicatequina, acido galico) a partir de pepitas de uva mediante el
empleo de CO, modificado con metanol. Asimismo, Palma y Taylor”’ han extraido 5-
hidroximetil-2-furaldehido a partir de pasas estudiando el efecto de distintos
modificadores organicos del CO, supercritico. Arce y col.”® emplean la EFSC en forma
continua para la determinacidon cuantitativa de polifenoles totales en la pasta de uva
resultante de la prensada, para ello concentran los analitos en trampas de PorapackQ y
ODS, y los eluyen posteriormente con metanol. De igual forma, Palenzuela y col.”
desarrollan un método para la extraccion de polifenoles a partir de orujo de uva
mediante CO, modificado con 5% MeOH, en el que se evalta la retencion de los
analitos mediante dos tipos de trampas: sélida (C18) o liquida (tampon salino fosfato).
Berna y col.'®'®" y Murga'®*'*® realizan diversos ensayos para determinar la
solubilidad de distintos sistemas con CO, supercritico en los que se incluyen diversos
compuestos presentes en la uva y el vino (resveratrol, epicatequina, acido
protocatéquico, protocatequialdehido, 4cido p-cumadrico, acido cafeico y acido ferulico)
con vistas a su posterior aplicacién analitica. Asimismo Chafer y col.'™ estudian la
solubilidad de quercetina en CO, supercritico modificado con etanol.

También Tena y col.'®™ han analizado frans-resveratrol y otros compuestos
fendlicos mediante CO, supercritico puro o modificado con distintos porcentajes de
MeOH.

1.3.1.2.4 Extraccion con fluidos presurizados (EFP)

Se basa en la extraccion solido-liquido empleando el liquido por encima de su
punto de ebullicion y utilizando presiones lo suficientemente altas para mantenerlo en
estado liquido. Esta extraccion permite obtener extracciones cuantitativas, en algunos
casos, en menos de 15 minutos.'"
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La elevada temperatura a la que se somete la muestra durante la extraccion,
cuando la comparamos con la extraccion convencional Soxhlet, incrementa la capacidad
del disolvente para solubilizar el analito, y la elevada presion incrementa la velocidad de
difusion en los poros de la matriz, facilitando la transferencia de masa del analito en el
disolvente extractante. Sabemos que al incrementar la temperatura se facilita la ruptura
de los enlaces entre el analito y la matriz, y que se disminuye la viscosidad del
disolvente (una menor viscosidad significa una mejor penetracion en la matriz y por
tanto se incrementa el rendimiento de extraccion).

Respecto a las consideraciones fisicoquimicas de las extracciones a elevadas
presiones y temperaturas, hay dos razones por las que el uso de disolventes liquidos a
elevadas temperaturas y presiones proporcionara un mejor rendimiento que las
extracciones a temperaturas proximas a la ambiental y a presion atmosférica: los efectos
de solubilidad y transferencia de masas y la interrupcion del equilibrio de superficie.

1. Efectos de solubilidad y transferencia de masas:

e FEl uso de altas temperaturas incrementa la capacidad del disolvente de
solubilizar analitos. Por ejemplo, basdndonos en célculos de la dependencia de la
solubilidad con la temperatura de una disolucion ideal, la solubilidad del
antraceno se incrementa en casi trece veces cuando se incrementa la temperatura
de 50 a 150°C. Sekine y Hasegawa'®’ destacan que la solubilidad del agua en
disolventes organicos se incrementard al incrementar la temperatura. Esto podria
ser adecuado en los casos en que los disolventes a bajas temperaturas y
presiones queden excluidos de los poros ocluidos con agua que contengan
analitos. El aumento de la solubilidad del agua en disolventes orgénicos causado
por elevadas temperaturas facilitard la disponibilidad de esos poros ocluidos y
los analitos contenidos en su interior.

e Como resultado del incremento de la temperatura de extraccién se consiguen
velocidades de difusion mas rapidas.

e Si se renueva el disolvente empleado durante la etapa de extraccidon estatica
(como ocurre con la extraccion Soxhlet y en EFSC) se consigue mejorar la
transferencia de masa y, por tanto, incrementar las velocidades de extraccion. La
renovacion del disolvente incrementara el gradiente de concentracion entre la
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solucion presente en la cdmara o célula de extraccion y la superficie de la matriz
de la muestra. Seglin la primera ley de difusion de Fick, cuanto mayor sea el
gradiente de concentracion, mas rapida serd la velocidad de transferencia de
masa. El mismo efecto se consigue en la EFP realizando la misma en varios
ciclos, cada uno de ellos con disolvente nuevo.

2. Interrupcion del equilibrio de superficie:

e El uso de altas temperaturas puede interrumpir las fuertes interacciones
soluto-matriz causadas por fuerzas de Van der Waals, enlaces por
puente de hidrogeno y atracciones dipolares de las moléculas del soluto
y los sitios activos de la matriz. La energia térmica puede superar las
interacciones cohesivas (soluto-soluto) y adhesivas (soluto-matriz)
disminuyendo la energia de activacidon requerida para el proceso de
desorcion.

e Las elevadas temperaturas también disminuyen la viscosidad de los
disolventes liquidos, permitiendo una mejor penetracion en las
particulas de la matriz y favoreciendo la extraccion.

También se disminuye la tension superficial del disolvente, los solutos
y la matriz, permitiendo que el disolvente “humedezca” la matriz de la
muestra. Ambos cambios facilitan el mejor contacto de los analitos con
el disolvente y favorecen la extraccion. Una disminucién en la tension
superficial del disolvente también permitirda que los analitos se
disuelvan mas rapidamente en el disolvente.

e Si se ejerce suficiente presion en el disolvente durante las extracciones,
se pueden utilizar temperaturas por encima del punto de ebullicion. El
uso de elevadas temperaturas y sus ventajas asociadas seria imposible
sin el uso de elevadas presiones para mantener los disolventes en
estado liquido.
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e El uso de la presion facilitard las extracciones a partir de muestras en
las que los analitos se encuentren atrapados en los poros de la matriz.
El uso de elevadas presiones (junto con elevadas temperaturas y la
reduccion de las tensiones superficiales) forzard al disolvente a que
entre en contacto con los analitos en los poros.

Aplicaciones de la EFP

.. - . 108,109
Inicialmente se han desarrollado en analisis de contaminantes.

En los altimos afios se ha empleado esta técnica para el analisis de alimentos,''*'"
siendo las aplicaciones mas usuales la determinaciéon de pesticidas en alimentos y
vegetales,''? de grasas en una amplia variedad de alimentos, y de 4cidos grasos en
huevos y derivados, pollo y cereales. En algunas de aplicaciones puede inyectarse
directamente el extracto resultante.

Sin embargo en los ultimos afios ha comenzado a ampliarse el empleo de esta

técnica para la determinacion de otros compuestos en alimentos: asi Papagiannopoulos
y col. " determinan proantocianidinas en malta, para ello, realizan la EFP con acetona-
agua (80:20, v/v) a 60°C y durante un ciclo estatico de 10 minutos; posteriormente
realizan una EFS (con poliamida como adsorbente), en linea, para eliminar
interferencias de forma previa al andlisis por cromatografia liquida. Este mismo equipo
emplea ese mismo método para el andlisis de polifenoles (acidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos, glicésidos de quercetina y kempferol) en infusiones,'* con la tinica
diferencia de que realizan una preextraccion con pentano antes de la EFS.
También Delgado-Zamarrefio y col.''> emplean acetonitrilo, aunque en este caso al
100%, para extraer vitaminas en pepitas de girasol, nueces y avellanas, siendo la
temperatura de extraccion de 50°C y con la misma duracion de la EFP que en el caso
anteriormente citado.

Esta técnica, ademas, se ha aplicado a la determinacion de isoflavonas en diversos
alimentos derivados de la soja, asi Klejdus y col''® extraen genisteina, daidzeina, sus
glucosidos correspondientes (genistina, daidzina), formonetina y biochamina A,
mediante la EFP durante 5 minutos, con metanol acuoso al 90% a 145°C, consiguiendo
extractos limpios que se pueden analizar directamente en CLAE (gracias a la colocacion
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de algodén adsorbente en el interior de la cAmara de extraccion). Rostagno y col.,''” en
cambio, emplean etanol acuoso al 70% durante 3 ciclos estaticos de 7 minutos de
duracion, y a una temperatura de 100°C, para determinar daidzina, glicitina y genistina,
asi como sus derivados glucosilados y malonil-glucosilados, en granos de soja. Estos
autores ponen de manifiesto que las isoflavonas malonil-glucosiladas comienzan a
degradarse a partir de los 100°C, y que a partir de los 150°C, también lo hacen los
glucdsidos correspondientes.

Alonso-Salces y col.''® determinan perfiles polifendlicos en distintas variedades
de sidra usando este método de extraccion seguido de una CLAE en fase reversa con
deteccion con diodos alineados. Ademas, este mismo grupo analiza polifenoles
(catequinas, glicosidos de floretina y quercetina, dcidos hidroxicinamicos) presentes en
pieles y pulpas de manzanas''"® mediante el empleo de la EFP, para ello, extraen dichas
muestras con metanol al 100%, a 40°C durante 5 minutos, para posteriormente analizar
los extractos obtenidos por CLAE.

También comparan los resultados obtenidos cuando se emplea la EFP y la EAU
como etapa previa de preparacion de muestra en la determinacion de compuestos
fenolicos de manzanas. *?

Gonzalez-Rodriguez y col. emplean liquidos sobrecalentados (mezclas de agua-
etanol) para la extraccion de diversos compuestos fenolicos a partir de residuos de
vinificacion'* o de madera.'?""'*

De la misma forma, Ju y Howard'” aplican la EFP a la determinacion
antocianinas en hollejos de uvas tintas, evaluando 6 tipos de disolventes, en
extracciones estaticas de 3 ciclos de 5 minutos realizadas a 50°C. Estos autores llegan a
la conclusion de que: el metanol acidificado conseguia extraer los niveles mayores de
monoglucdsidos totales y de antocianinas totales, mientras que con metanol-acetona-
agua-HCl (40:40:20:0.1) se consiguen los mayores niveles de compuestos fendlicos
totales y antocianinas aciladas totales.

Ademas comprobaron que cuando se realizan las extracciones con agua
acidificada, a temperaturas entre 80-100°C, se obtienen las mejores recuperaciones de
monoglucdsidos totales, antocianinas totales aciladas, antocianinas totales y polifenoles
totales. Como conclusion afirman que el uso de agua acidificada es tan efectivo como el
de metanol al 60% a la hora de extraer antocianinas a partir de hollejos de uvas tintas.
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Podemos concluir indicando que en el andlisis de alimentos esta reciente técnica
estd comenzando a ser considerada a la hora de preparar muestras solidas para su
analisis, ya que, proporciona extractos relativamente limpios, es rdpida, consume
pequeios volumenes de disolventes y puede utilizarse de forma automatica.

A pesar de que se ha empleado ampliamente para el andlisis de muestras
medioambientales, su potencial de aplicacion sobre otro tipo de muestras es
considerable, por lo que se trata de una buena alternativa a los métodos tradicionales de
extraccion solido-liquido.

En la tabla que presentamos a continuacion se da una descripcion de todas las
técnicas de preparacion de muestras solidas anteriormente mencionadas:

Técnica de extraccion Descripcion

Soxhlet convencional La muestra se coloca en un recipiente de extraccion y se lixivia con
el disolvente caliente en un extractor Soxhlet durante 8-12 horas. La
evaporacion del disolvente se hace separadamente.

Soxhlet automatizada La muestra se coloca en un recipiente de extraccion y es introducida
en el disolvente hirviendo durante 30-60 min., el recipiente es
entonces sometido a la extraccion Soxhlet con reflujo del disolvente.
Es posible hacer una evaporacion del disolvente.

Fluidos supercriticos La muestra se coloca en una camara a alta presion y es extraida con

el fluido supercritico que puede circular a través de la muestra en

circuito cerrado o abierto (p.ej. CO, a presiones mayores de 72
atm.y a temperaturas mayores de 33°C). Después de la
despresurizacion los analitos son recogidos en un pequefio

volumen de disolvente organico o en una trampa solida.
Asistida con microondas La muestra se coloca en un recipiente abierto o cerrado y se introduce
en el disolvente, suministrandole energia en forma de microondas
para facilitar la extraccion
Fluidos presurizados La muestra se coloca en el recipiente de extraccion y se presuriza con
el disolvente calentado por encima de su punto de ebullicion, el
extracto es liberado y transferido a un vial

Tabla 2 Caracteristicas de técnicas de extraccion sobre muestras solidas

Cada una de estas técnicas presenta una serie de ventajas y una serie de
inconvenientes:
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Soxhlet: entre sus ventajas se incluye que permite el uso de grandes cantidades de
muestra (p.ej. de 10 a 30 g, la técnica no es dependiente de la matriz y que
muchos extractores Soxhlet pueden utilizarse sin controlarlos continuamente, de
hecho existen algunos sistemas comerciales automaticos.

Entre sus inconvenientes, se puede destacar, largos tiempos de extraccion (p.ej. >
24-48 h.), uso de grandes volimenes de disolvente, y la necesidad de
concentracion después de la extraccion.

Ultrasonidos: entre sus ventajas encontramos que es mas rapido que la anterior
técnica (30-60 min. por muestra) y permite la extraccion de gran cantidad de
muestra con un coste relativamente bajo. Sus inconvenientes son que se suelen
producir pérdidas de compuestos volatiles. Ademds se han descrito degradaciones
debidas a la generacion de radicales libres por los ultrasonidos.

Microondas: es una técnica muy prometedora porque es rapida (p.ej. 20-30 min.
en discontinuo), usa pequenas cantidades de disolventes en comparacién con la
extraccion Soxhlet, permite un control completo de los pardmetros de extraccion
(tiempo, energia, temperatura), permite hacer extracciones a alta temperatura.
Respecto a los inconvenientes que hacen que no sea una técnica de gran
aceptacion podemos citar que necesita disolventes polares, es necesaria la
limpieza de los extractos porque las microondas son muy eficientes extrayendo y
la instrumentacion necesaria es cara.

Fluidos supercriticos: entre sus ventajas se incluye que utiliza para la extraccion
diéxido de carbono (como tal o modificado con pequefios volumenes de
disolvente) que no es toxico ni inflamable y es medioambientalmente aceptable.
La selectividad de la extraccion puede controlarse variando la presion y
temperatura del fluido supercritico y por la adicion de modificadores, el
disolvente es de fécil eliminacién y desecho y existen sistemas de extraccion
disponibles comercialmente que permiten la extraccion de muestras en modo
automatico.

Entre sus desventajas podemos sefialar que el dioxido de carbono es un disolvente
relativamente apolar y, por esto, se necesitan aditivos mas polares como el
metanol para mejorar las eficiencias de extraccion de compuestos polares.
Ademas tiene un alto coste de equipamiento y mantenimiento.
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Fluidos presurizados: esta técnica es atractiva porque es rapida (p.ej. el tiempo de
extraccion es aproximadamente de 15 minutos por muestra), usa volumenes
minimos de disolvente y la instrumentacion permite operar automaticamente.
Entre sus inconvenientes destacan la necesidad de comprobar la estabilidad de los
analitos a alta temperatura y el coste del equipamiento y mantenimiento.

De forma que podemos esquematizar las caracteristicas de las técnicas de
extraccion para la preparacion de muestras solidas mediante la tabla siguiente:

Caracteristica Sohxlet EAU
Rapidez = + + + +
Cantidad de muestra ++ AL S + AL
Consumo de disolventes ++ + - - -
Variedad de disolventes + 1L - + +
Necesidad de filtracion = + - + -
Necesidad de + - - - +
concentracion
Exposicion a disolventes ++ + - + -
Habilidad del operador = +/- + +/- +/-
Coste del equipamiento - - + + +
Nivel de automatizacion - - 4+ ++ 4+

Tabla 3 Comparacion de las extracciones Soxhlet, EAU, EFSC, EAM y EFP

La extraccion Soxhlet es el método estandar con el que se suelen comparar al
resto de las técnicas de extraccion de muestras sélidas, sin embargo los largos tiempos
de extraccidbn necesarios y los grandes volimenes de disolventes que emplea
(atribuibles a la lenta difusion de los analitos desde la matriz de la muestra hacia el
fluido de extraccion y/o a la lenta desorcion de los componentes desde la matriz) hacen
de ella una técnica que actualmente estda siendo reemplazada por algunas de las
anteriores. La tendencia hacia la que se dirigen los métodos de preparacion de muestras
actualmente implica: el uso de pequenas cantidades de disolventes con el consecuente
menor volumen de residuos, menor tiempo posible a que se vea sometido el analista
expuesto a disolventes peligrosos y menores costes operacionales, es por eso por lo que
a continuacion nos vamos a concentrar en las cuatro técnicas alternativas a la Soxhlet.
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Finalmente conviene sefalar que existe también otro método clasico de
preparacion de muestras solidas que sigue empledndose en la actualidad: extraccion
solido-liquido (ESL) o maceracion con disolventes, y que también suele utilizarse como
método de estdndar de comparacion entre distintas técnicas extraccion sobre muestras
solidas.

Esta técnica de extraccion también se emplea con vistas a desarrollar
procedimientos industriales para el aprovechamiento de subproductos u obtencion de
compuestos de interés. Es el caso de la industria relacionada con los derivados de la
industria enologica, por ejemplo Lo Curto y col.'** sugieren el empleo del orujo de uva
rico en azucar sobrante de las destilerias para la produccion de levaduras al obtener,
mediante una extraccion con agua caliente, una solucion rica en azlcares, la cual a
través de su fermentacion permite obtener altos niveles de biomasa. Puesto que los
subproductos de la uva son una econémica fuente de fenoles, Pinelo'” propone su
extraccion continua con agua a 50°C para su empleo como conservantes alimentarios y
suplementos dietéticos. Asimismo  Mantell y col.'”® evaltan la extraccion de
antocianinas con metanol a partir de pasta de uva tinta; Gonzalez-Manzano'?’ extrae
flavan-3-oles a partir de pepitas y hollejos de uva usando etanol.

Por ultimo también podemos indicar que la ESL es también de utilidad en la
industria enoldgica al permitir mejorar los procesos implicados en ella o al proporcionar
métodos para anélisis de compuestos de interés. Serra y col.'*® determinan ocratoxina A
en uvas tras someter a las mismas a una extraccidon con una solucion de bicarbonato
sodico y polietilenglicol. En cuanto a la mejora del proceso de vinificacion, en el caso
de los vinos tintos se ha empleado la ESL para evaluar el potencial fendlico'” o la
composicion antocianica de los mismos, con etanol'*’ o con agua.”’ Ademas, Romero-
Pérez y col."*? extraen trans-resveratrol y sus isomeros glucosilados, a partir de hollejos
de uva, con etanol-agua (80:20, v/v) a 60°C durante 30 minutos.
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1.3.2 Separacion, identificacion y cuantificacion

Las técnicas analiticas mds comunes empleadas para determinar compuestos
polifenolicos es la cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE). En los ultimos afios se
ha comenzado a utilizar también la electroforesis capilar (EC), y, en menor medida, la
cromatografia micelar electrocinética (CME).'*® También se ha llegado a emplear la
cromatografia gaseosa (CG), pero, debido a la baja volatilidad de los compuestos
polifendlicos, suponia la necesidad de derivatizar, existen, no obstante, algunas
aplicaciones, como el analisis de flavonoides y flavononas en frutas citricas.'**

La CLAE es, sin duda, la técnica analitica mas usual para la caracterizacion de
compuestos polifendlicos, tal como se comprueba en las revisiones realizadas por
Markham en 1982"*° y por Robards y Antolovich en 1997.2! En efecto el papel jugado
por esta técnica en la identificacion asi como en la cuantificacion de estructuras
polifendlicas es destacado, por ejemplo, podemos mencionar que la separacion de
numerosas estructuras de antocianinas se consigue en 20 minutos bajo régimen
isocratico, o que podemos usar la inyeccion directa para la analizar muestras de vino
con la conveniencia de llevar a cabo la separacion de los compuestos polifendlicos por
medio de un gradiente de elucion en la fase movil."*

Las fases estacionarias mas comunes se preparan con silice quimicamente
modificada conteniendo cadenas de hidrocarburos, donde las constituidas por 8 atomos
de carbono (Cg) se usan en menor extension que las constituidas por 18 atomos de
carbono (Cys).

Por otro lado, la modalidad de elucion, isocratica o por gradiente, depende de la
composicion polifenodlica presente en las muestras. La elucion isocratica ha sido
empleada en aquellas muestras cuya composicion polifendlica esté constituida por el
mismo grupo o familia estructural.

Por este método es posible determinar flavonoles (quercetina, miricetina y
kempferol) en muestras de vino.*’

Sin embargo, es necesario indicar que en la mayoria de los estudios
cromatograficos publicados se usa la elucion en gradiente. Ademas debemos mencionar
que la mayoria de los expertos en cromatografia han empleado gradiente lineal bajo
flujo constante, y que cuando es necesaria la temperatura en la separacion, en general,
nunca debe ser muy alta.
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Los estudios publicados proponen como disolventes participantes en la fase movil
al metanol, acetonitrilo y, en menor extension, tetrahidrofurano, asi como la posibilidad
de incorporar al medio pequefias cantidades de 4cidos débiles como formico, acético,
sulfurico o fosforico. Bajo las mencionadas condiciones es posible resolver varias
mezclas complejas originarias de vinos, frutas citricas y manzanas. En efecto, un
método de elucion con gradiente de fase movil binaria y constituida por un 5% de acido
acético como disolvente de elucion de bajo grado en una mezcla constituida por
acetonitrilo acuoso, en presencia del mismo modificador acido permite resolver
numerosos picos en muestras de vino.*’

Con respecto al sistema de deteccion usado en CLAE adecuado para la
determinacion de compuestos fenolicos, es necesario enfatizar que la deteccion UV-Vis
es, sin duda, el méas comun. Los sistemas de fluorescencia y de deteccion electroquimica
se utilizan en menor extension y para casos especificos, como en la determinacion de
compuestos cuya absorbancia en el UV-Vis es muy baja.

La CLAE con detecciéon mediante matriz de fotodiodos alineados ha sido, y es,
ampliamente utilizada para el analisis de polifenoles en vinos con distintos fines. Asi
Gomez-Minguez y Heredia?’ estudian, mediante esta técnica, el efecto que la
maceracion (vinificacion tradicional o maceracion carbonica) tiene en la composicion
antocianica y el color objetivo de vinos de la variedad Syrah. También analizan la
composicion polifendlica mediante esta técnica Guillén y col.”™® en mostos en
fermentacion, Galvez y col.'*” en vinagres, o Barroso y col.'*’ en brandies.

Con este tipo de cromatografia también se ha estudiado la influencia que las
distintas practicas enoldgicas empleadas durante las etapas de vinificacion o de
envejecimiento'*""'** tienen en la composicion fendlica de los vinos y/o vinagres
obtenidos. Asi, Danza y col.'* estudian la evolucién que presentan vinos tintos de la
D.O. Cigales durante su envejecimiento en tres sistemas: en barricas, con virutas (chips)
de madera, o con duelas de madera. A su vez, se ensayaron distintos tipos de madera de
roble: americano, francés y hungaro. Las variables que estudiaron fueron los
monoglucdsidos de delfinidina, cianidina, peonidina, petunidina y malvidina (como
esteres acéticos y p-cumaricos), asi como vitisina A, y los pardmetros de color.

Aprovechando este ensayo, este mismo grupo de investigadores, evalian

asimismo, el efecto que la adicion de virutas de roble tiene sobre los compuestos
1 . 144
fenolicos de bajo peso molecular.
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También de Simén y col.'* estudian las familias de compuestos fendlicos y los

polifenoles de bajo peso molecular presentes en vinos envejecidos en barricas de roble
espafiol, francés y americano.

Guillén y col."® desarrollan un método de CLAE con deteccion por fotodiodos
alineados, para la medida de diversos compuestos fendlicos en vinos. Para ello evaltian
5 tipos de columna y varias fases moviles. Los mejores resultados los obtienen con la
columna LiChrospher C-18 y con un gradiente binario de metanol-agua (con 2% de
acido acético).

Este método de separacion y analisis se ha empleado frecuentemente en el analisis
de antocianinas y otros compuestos relacionados con el color."*'** Por ejemplo, Revilla
y col.'” estudian el uso del empleo de la CLAE en el analisis de antocianinas para la
diferenciacion de distintas variedades de uvas tintas y de los vinos elaborados con ellas.

La CLAE es también el método seleccionado mayoritariamente para la
determinacién de compuestos fenolicos en general.””*'>'>? Asi, Moreno y col."”
estudian de esta forma la composicion fenolica de bajo peso molecular en vinos de
Jerez; Silva y col.™ analizan los compuestos fenélicos no coloreados presentes en vinos
tintos. También Pozo-Bayén y col.'> utilizan esta técnica para estudiar el efecto que el
rendimiento del vifiedo tiene en la composicion de vinos espumosos de la variedad
Parellada; Benitez y col."”® analizan los cambios que experimenta la composicion
polifendlica de vinos finos expuestos a radiacion UV y Vis durante su almacenamiento;
o Alonso y col."””” analizan de esta forma la composicion polifenolica de distintos tipos
de vinos y la relacionan con su poder antioxidante.

Kerem y col.'”® desarrollan un método rapido de CLAE con deteccién UV para el
analisis de acidos organicos y polifenoles en vinos y mostos tintos. Un método similar
es desarrollado por Revilla y Ryan'” para el analisis de distintos compuestos fendlicos
con propiedades antioxidantes, presentes en extractos de uva y vinos, sin necesidad de
una etapa de preparacion de muestra previa a la CLAE.

Wang y Huang’® utilizan esta técnica para analizar flavonoides, mientras que
Monagas y col.'® la emplean en la determinacion de flavan-3-oles.

En el caso particular del analisis de trans-resveratrol y derivados en vinos y uvas,
son varios los autores que han empleado distintas alternativas de CLAE:'®"'*!3 Ratola
y col.'® analizan este compuesto en vinos mediante deteccion UV; Kolouchova-
Hanzlikova y col.'® emplean el mismo tipo de deteccion, ademés de la deteccion
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L.,

electroquimica; mientras que Vitrac y co en cambio, seleccionan la deteccion

fluorimétrica con este mismo fin.

Ademas recientemente han comenzado a emplearse columnas con soporte
monolitico, con las que se consigue separaciones mas rapidas, como consecuencia de
sus ventajas hidrodinamicas,'®® de hecho se han utilizado para el anélisis de compuestos
fenolicos en vinos.'’

Finalmente, hay que indicar que la CLAE acoplada con la EM ha permitido la
resolucion de muchas mezclas complejas de compuestos polifendlicos, ya sea como tal
o en tandem (CLAE-EM-EM).

Pérez-Magarifio y col.'®® describen varias aplicaciones de CLAE-EM para el
analisis de distintos compuestos fenolicos, entre los que se encuentran los flavan-3-oles.
También Dominguez y col.” analizan de esta forma resveratrol y derivados
glicosilados, o Borbalan y col.'®” correlacionan la composicién polifendlica con la
actividad antioxidante en vinos blancos y tintos. De igual manera: Baderschneider y
Winterhalter'”* analizan benzoatos, cinamatos, flavonoides y lignanos en vinos de la
variedad Riesling; o Heier y col.,'”!  Garcia-Beneytez y col.'’> o Revilla y col.'”
determinan antocianinas en distintos tipos de vino.

La CLAE-EM-EM es empleada por: Stecher y col.'™ en el anélisis de flavonoides
y estilbenos en vinos tintos; y al igual que Sun y col.'”” en la determinacién de
procianidinas en vinos; o que Careri y col.'”® al analizar cis- y trans-resveratrol en vino,
orujos y subproductos.

Respecto a la electroforesis capilar conviene resaltar el avance de esta técnica en
los Ultimos afios ha permitido su aplicacion a la resolucion de mezclas complejas de
polifenoles.

En el caso del andlisis de muestras de interés enoldgico podemos citar: el empleo
de tetrafluoroborato de tetraetilamonio'’”’” como electrolito en la separacion
electroforética de compuestos fendlicos en extractos de pepitas de uvas; en la
determinacién de aldehidos aromaticos en brandies;178 o al analisis de vinos en
general,'"*%1¥1 o de tintos en particular,'®*'®
Arce y col.** emplean la EC para el analisis de los polifenoles obtenidos
mediante la EFSC de orujos de uva. También utilizan esta técnica, Arce y col.'®* al
analizar frans-resveratrol y otros polifenoles en vinos; Peng y col.'® en el analisis de
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. . . . . 185
polifenoles en vinos tintos; o Minussi y col.

polifendlica en vinos comerciales.

al  determinar la composicién

Otra alternativa habitualmente empleada dentro del EC, es la electroforesis
capilar de zona (ECZ), especialmente en el analisis de vinos tintos.'®*'*7'%% Asj,

Saenz-Lopez y col. emplean esta técnica para el analisis de antocianinas en
. 189,190,191
vinos. 7"

Muchos autores mantienen que la electroforesis capilar y la CLAE son técnicas
analiticas indispensables, porque en muchos casos se complementan, especialmente
cuando se quiere tener informacion general fiable sobre la presencia de compuestos
polifenolicos en ciertos alimentos.'** 1'%

Vanhoenacker y col.'””> comparan la CLAE-MS con la EC-MS en el analisis de
compuestos fenolicos en extractos, obtenidos con éter dietilico, de vinos tintos. Los
resultados obtenidos les permiten concluir que la EC-MS consigue una eficiencia en
la separacion mucho mayor que la CLAE-MS, sin embargo, esta ultima proporciona
mayor informacion de la estructura de los constituyentes. De forma que con la EC-
EM se identifican s6lo 13 compuestos, frente a los 24 identificados con la CLAE-EM.
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1.4 Compuestos relacionados con el aroma presentes en uvas v vinos

1.4.1 Introduccion. Tipos de Aromas

El aroma del vino es de una gran complejidad, debida, por una parte, a su origen,
como consecuencia de un complejo conjunto de interacciones bioldgicas, bioquimicas y
tecnologicas, y, por otra, a la gran variedad de compuestos volatiles que es capaz de
contener, y cuyo intervalo de concentracion oscila desde los miligramos/litro a los
nanogramos/litro.

Los limites de percepcion de estos compuestos varian, asimismo,
considerablemente. En consecuencia, el impacto olfativo de los compuestos volatiles en
el vino dependerd de la concentracion y del tipo de compuesto en concreto. Asi, ciertos
compuestos, presentes en cantidades traza, pueden jugar un papel fundamental en el
aroma, mientras que otros, mucho mas abundantes, pueden tener inicamente una ligera
contribucion al mismo. Ademas, el impacto de cada componente en las caracteristicas
organolépticas del vino dependera de sus propiedades especificas.

En general, la complejidad del aroma del vino, se debe, como indicamos antes, a
la diversidad de mecanismos implicados en su desarrollo:

* ¢l metabolismo de la uva: dependiente de la variedad, suelo, clima, y de las
técnicas de manejo de la vinia. En la mayor parte de las variedades de vinificacion,
generalmente poco aromadticas, estos constituyentes son esencialmente
precursores: acidos grasos, glicosidos, carotenoides y compuestos fendlicos.

* Jos fendmenos bioquimicos (oxidacién e hidrolisis) que ocurren antes de la
fermentacion, producidos en las etapas de extraccion del mosto y maceracion.
Estos constituyentes son esencialmente compuestos de 6 d&tomos de carbono.

» ¢l metabolismo fermentativo de los microorganismos responsables de las
fermentaciones alcohdlica y lactica. La levadura tiene el papel esencial de
producir etanol a partir del azlcar, y los constituyentes fermentativos del aroma
son de hecho los productos secundarios de su metabolismo, implicando nutrientes
no especificos del medio que provienen de la uva. Cuantitativamente, éstos son
fundamentalmente los mas abundantes.
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= las reacciones quimicas o enzimaticas que se desarrollan tras la fermentacion,
y durante la conservacion (envejecimiento) del vino en deposito, en barrica o
en botella. Se trata de sustancias volatiles por si mismas o de precursores
varietales que se transforman en compuestos volatiles, que a su vez pueden
evolucionar también. El conjunto de estos procesos se corresponde con
transformaciones del aroma del vino durante esta fase.

Pueden distinguirse, por tanto, los siguientes tipos de aromas en el vino:

¢ primario: constituyentes varietales procedentes, de una u otra manera, de la
uva.

¢ secundario: consecuencia del metabolismo de las levaduras durante la
fermentacion.

¢ terciario: desarrollado durante la conservacion y envejecimiento del vino.

Por tanto, en la apreciacion objetiva del aroma del vino y de su evolucion se ha de
tener en cuenta tanto el conjunto de los constituyentes volatiles (compuestos libres),
como los precursores (compuestos ligados), ya que, conjuntamente, constituyen el
potencial aromatico del vino. Con todo lo anterior, son muchos los factores que
condicionan el aroma de los vinos recién terminados, entre estos estan: la variedad, el
clon, el afio, la zona (terroir), las practicas culturales, las manipulaciones de la uva antes
de la fermentacion, las fermentaciones o los efectos de la conservacion.

1.4.2 El aroma en la uva

Los compuestos odoriferos procedentes de la uva (que reflejan la variedad, el
clima y el suelo) juegan un papel mas decisivo en la calidad y el caracter regional del
vino que otros componentes del aroma, ya que son los responsables de los aromas
varietales del vino.
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Las denominadas variedades aromaticas, como los Moscateles, producen mostos
con aromas similares a los del vino resultante, en cambio, cuando se emplean otras
variedades, mas “simples” desde el punto de vista aromatico, los mostos no presentan
practicamente olor, aun asi producen vinos con aromas caracteristicos que son
relativamente especificos de la variedad de uva de la que estan hechos. Esto se cumple
para la mayoria de las variedades mas extendidas: Merlot, Cabernet Sauvignon,
Cabernet Franc, Sauvignon Blanc, Semillon, Pinot, Gamay, Chardonnay, Chenin Blanc,
etc... Todo esto nos lleva a la conclusion de que el concepto de precursores de aromas
varietales, esto es, formas inodoras de las sustancias que producen aromas varietales, es
una cuestion muy importante a considerar en la elaboracion de vinos.

Sin embargo, también hemos de considerar que el término aroma varietal no
implica que cada variedad de uva contenga compuestos volatiles especificos. De hecho,
los mismos compuestos odoriferos y sus precursores estan presentes en los mostos y
vinos de diversas variedades de uva, asi como en otras frutas y plantas. Asi pues, la
personalidad aromatica individual de los vinos elaborados con cada variedad de uva, se
debe a diversas combinaciones, y concentraciones, de varios compuestos.

En el potencial aromatico de la uva pueden distinguirse tres grandes grupos:

e cl aroma varietal libre (sustancias olorosas ligadas a la variedad).

e precursores no volatiles e inodoros (glicosidos, acidos fenodlicos, acidos
grasos, etc...).

e compuestos volatiles, olorosos o no, inestables que se transforman en

otros compuestos olorosos (terpenoles, C13 norisoprenoides, dioles
terpénicos, etc...).

1.4.2.1 Aromas varietales libres
Podemos diferenciar, entre las sustancias volatiles relacionadas con la tipicidad

aromatica de la cepa, tres familias quimicas: los compuestos terpénicos, las pirazinas y
los C13-norisoprenoides.
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1.4.2.1.1 Compuestos terpénicos

La amplia familia de compuestos terpénicos estd muy extendida en el reino
vegetal. Dentro de la misma se incluyen los monoterpenos (compuestos con 10 atomos
de carbono) y sesquiterpenos (con 15 atomos de carbono), formados por dos y tres
unidades de isopreno respectivamente. Los monoterpenos aparecen en forma de
hidrocarburos simples (limoneno, mirceno, etc...), aldehidos (linalal, geranial, etc...),
alcoholes (linalol, geraniol, etc...), acidos (acido lindlico, &cido geranico, etc...), e
incluso en forma de esteres (acetato de linalilo, etc...). En la figura 14 se muestran las
estructuras de los compuestos terpénicos mas frecuentes, los monoterpenoles, y otros
terpenos.

Cordonnier, en 1956, confirm6 la hipotesis planteada por Austerweil diez afios
antes, sobre la implicacion de los compuestos terpénicos en el aroma del Moscatel, al
detectar la presencia de tres alcoholes monoterpénicos (linalol, alfa-terpineol y geraniol)
en uvas Moscatel. Desde entonces, se ha investigado ampliamente la presencia de
compuestos terpénicos en uvas y vinos." '’

De hecho, estos son los compuestos odoriferos que han sido estudiados en mas
detalle en Vitis vinifera. Tanto en vinos como en uvas se han identificado las formas
libres y los precursores inodoros, principalmente en sus formas glicosiladas. Se pueden
citar actualmente alrededor de 70 compuestos terpénicos identificados. En su mayor
parte se trata de monoterpenos, algunos sesquiterpenos y de los alcoholes y aldehidos
correspondientes.

En la constitucion del aroma varietal los compuestos terpénicos y derivados
juegan un importante papel, ya que, se forman en la uva y se les encuentra intactos o
relativamente poco transformados en el vino.'”® Entre los compuestos encontrados en la
bibliografia, se pueden distinguir:
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o hidrocarburos terpénicos en C10 de tipo limoneno, alfa-terpineno, p-
cimeno, mirceno o sesquiterpenos como el farneseno, o el gamma-
cadineno.

o alcoholes monoterpénicos, generalmente mas olorosos que los anteriores.
Tienen los olores florales caracteristicos, y se ha puesto de manifiesto
que sin estos compuestos la nota tipica olorosa del moscatel no puede
aparecer. Podemos citar los siguientes: linalol, nerol, geraniol, ho-trienol,
citronelol, o alfa-terpineol.

o algunos alcoholes terpénicos como el farnesol o el gamma-cadinol.

o numerosos O0xidos: 6xidos de linalol o el nerol 6xido, que generalmente
son menos olorosos que los terpenoles precedentes.

o algunos aldehidos: geranial, neral, citronelal... muy olorosos pero
olfativamente mas agresivos que los alcoholes correspondientes.

o los dioles terpénicos existen con frecuencia y relativamente en gran
numero."” Al presentar las funciones alcohol suplementarias son mas
solubles, pero también bastante menos olorosas. Estos compuestos
también juegan un papel considerable como precursores.*”

La biosintesis de este grupo de compuestos parece estar comprendida por varias
etapas que llevan desde la glucosa al acido mevaldnico via acetil CoA, y después de éste
acido al isopentenil pirofosfato, unidad base isoprénica de 5 atomos de carbono, a partir
de la cual van a construirse todos los terpenoides por condensacion.
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N

a)
N ~ OH
OH

Nerol Geraniol Linalol
OH
OH
OH
Ho-trienol Citronelol Alfa-terpineol
b)

Alfa-terpineno Gamma-terpineno (+)-limoneno

Figura 14 a) Alcoholes terpénicos, b) otros compuestos terpénicos
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La localizacién en la baya de los terpenoles libres parece concentrarse en la parte
solida en mas del 50%, asi el geraniol y el nerol se encuentran en un 90% en el hollejo,
mientras que el linalol se encuentra en un 50% en el zumo. Por ello, teniendo en cuenta
los pesos relativos de hollejo y pulpa, todas aquellas operaciones que impliquen un
aumento del contacto entre las partes solidas y el jugo, deben ser tenidas en cuenta por
su implicacion en las caracteristicas finales, desde el punto de vista aromatico, del vino
a obtener.

El contenido en terpenoles parece estar influenciado por el estado sanitario de la
uva, puesto que éstos no son insensibles a los ataques de la uva por los parasitos, como
la Botrytis cinerea. Se ha demostrado que linalol, nerol, geraniol y, en menor medida,
alfa-terpineol, disminuyen de forma importante en el mosto procedente de uvas con
pudricidn, y que esta disminucion es tanto mas marcada, cuanto mayor incidencia tiene
el ataque.”” De hecho, en estas condiciones, el linalol, por ejemplo, produce una
decena de metabolitos, donde abunda un diol, el E-2,6-dimetil-2,7-octadieno-1,6-diol,
siendo este compuesto el Unico diol oloroso identificado en la uva. Sin embargo,
también ha de indicarse, que no existe prueba de que estos metabolitos sean
exclusivamente consecuencia de la infeccion, asi, el (Z)-8-hidroxilinalol forma parte los
mostos y vinos de la variedad Morio-Muscat, pero puede ser producido también por
Botrytis cinerea a partir de linalol.*”?

Como ya hemos mencionado anteriormente, estos compuestos juegan un papel
fundamental en el aroma de uvas y vinos de la familia Moscatel (Moscatel de
Frontignan o grano pequefio, Moscatel de Alejandria o de Malaga, Moscatel de
Alsacia), al presentar, a menudo, concentraciones por encima de los niveles de
percepcion. También ejercen ese mismo papel en el aroma de otras variedades de uva
alemanas y alsacianas: Gewlirtztraminer, Pinot Gris, Riesling, Auxerrois, Muller-
Thurgau, etc...; o de las uvas Viognier, Albarifio o Muscadelle.

En cambio, aquellos vinos elaborados a partir de variedades consideradas no
aromaticas (Sauvignon Blanc, Syrah, Cabernet Sauvignon, Merlot, etc...), presentan
concentraciones de monoterpenoles que estan generalmente por debajo de los umbrales
de percepcion. Aun asi, existen, algunos clones de Chardonnay con el carécter
“Moscatel”.
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1.4.2.1.2 Pirazinas

Se trata de compuestos con heterociclos nitrogenados producidos por el
metabolismo de los aminoacidos. Fueron identificados por primera vez en uvas
(Cabernet Sauvignon) en 1975 por Bayonove y col.*”?

Las pirazinas estan asociadas con los aromas vegetales tipicos de las variedades
Sauvignon y Cabernet Sauvignon, relacionados con el caracter herbaceo, y nicamente
aparecen en concentraciones por encima del umbral de reconocimiento en las uvas y
vinos de las variedades Sauvignon Blanc, Cabernet Sauvignon y Cabernet Franc, y, en
algunas ocasiones, en la Merlot.

Las especies mayoritarias son la 2-metoxi-3-isobutil-pirazina, la 2-metoxi-3-sec-
butil-pirazina y la 2-metoxi-3-isopropil-pirazina, relaciondndose su presencia con notas
a pimiento verde, esparragos o notas terrosas.

/N R R: CH,CH(CHy), 2-metoxi-3-isobutilpirazina
R: CH(CH;3), 2-metoxi-3-isopropilpirazina
R: CH(CH;3)CH,CH; 2-metoxi-3-sec-butilpirazina
\
N OCHs

Figura 15 Principales pirazinas encontradas en uvas y vinos.

Allen y col.*** analizan la existencia de los distintos origenes de pirazinas en uvas
y vinos, asi parece que la ruta conducente a la formacion de 2-etil-3-metoxipirazina es
distinta a la de la 2-isobutil-3-metoxipirazina, puesto que el componente etilo no
muestra la dependencia que presenta el componente isobutilo con la variedad de uva,
grado de maduracion y condiciones de desarrollo de la vifia.

La concentracion en que aparecen estos compuestos va a estar influenciada por
distintos factores, siendo el primordial el grado de maduracion de la uva. Asi, la
concentracion es inversamente proporcional al grado de madurez, disminuyendo
apreciablemente a partir del envero y siendo practicamente inapreciables en condiciones
optimas de maduracioén. En consecuencia, cualquier factor que influya en la maduracion

60



Introduccion

de la baya (clima, manejo del vifiedo, etc...) influird a su vez en la presencia de las
pirazinas. Se ha comprobado que la concentracion de estos compuestos es mayor en las
zonas con clima mas frio en el caso de las variedades Sauvignon Blanc y Cabernet
Sauvignon cultivadas en Australia;”” y que el suelo ejerce un papel decisivo en los
niveles de pirazinas, de forma que las vifas cultivadas en suelos calizos y arcillosos
presentan mayor contenido de las mismas que los arenosos.

De Boubee y col.*® evaltian el efecto que las condiciones ambientales (suelo y
clima) ocasionan en las concentraciones de 2-metoxi-3-isobutilpirazina, y, por tanto, en
el impacto organoléptico, en vinos tintos de Burdeos y del Loira. Llegan a la conclusion
de que las uvas desarrolladas en suelos cenagosos contienen mayores contenidos de este
compuesto que las cultivadas en suelos arenosos. En cuanto al clima, la concentracion
se duplica en afios mas soleados y con menos precipitaciones.

Hashizume y Samuta®®’ asimismo, estudian el efecto que el grado de madurez de
la uva y la exposicion solar de la baya tiene sobre la concentracion de las pirazinas 2-
metoxi-3-isopropilpirazina y 2-metoxi-3-isobutilpirazina. Estos mismos autores también
determinan compuestos carbonilo alifaticos y pirazinas en raspones y uvas,”” llegando a
la conclusion de que existe una relacion entre su presencia en el mosto y el incremento
del sabor herbaceo que se aprecia cuando no se despalilla la vendimia.

1.4.2.1.3 C13-Norisoprenoides

La degradacion oxidativa de carotenoides, terpenos con 40 atomos de carbono
(tetraterpenos), da lugar a derivados de 9, 10, 11 o 13 atomos de carbono. Entre estos
compuestos, los derivados norisorprenoides de 13 4tomos de carbono, presentan
interesantes propiedades odoriferas.

Baumes y col.”” realizan una serie de ensayos para comprobar la biogeneracion
de compuestos Cl3-norisoprenoides a través de la ruta apo-carotenoidea. Esta ruta
implicaria la degradacion de carotenoides por oxigenasas regioespecificas. De acuerdo
con esta hipotesis, los carotenoides se sintetizan fundamentalmente desde la primera
etapa de formacion del fruto hasta el envero, y a partir de entonces se degradan, entre
envero y maduracion, para producir Cl3-norisoprenoides y otros compuestos
glicosilados.
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Carotenoides L

C13- Norisoprenoides

Figura 16 Ruptura de carotenoides conducente a la formaciéon de C13-norisoprenoides en uvas.

Desde el punto de vista quimico los derivados norisoprenoides se dividen en dos
grupos principales: megastigmanos y no-megastigmanos. El esqueleto megastigmano se
caracteriza por un ciclo de 6 atomos de carbono, sustituido en los carbonos 1,5y 6, y
por presentar una cadena alifatica de 4 4tomos de carbono unida al carbono 6.

Los megastigmanos (figura 17) son Cl3-norisoprenoides oxigenados en el
carbono 7 (serie de las damasconas) o en el carbono 9 (serie de las iononas). Entre estos
compuestos, la beta-damascenona, con un aroma complejo de flores y frutas tropicales,
presenta un limite de percepcion relativamente bajo. Este compuesto fue inicialmente
identificado en zumos de uva Riesling y Moscatel, pero esta probablemente presente en
todas las variedades de uva.’'® Al igual que éste, la beta-ionona (con aroma
caracteristico a violetas) estd presente en todas las variedades, y su contribuciéon al
aroma de los vinos blancos es innegable.
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Formas no megastigmano

Figura 17 Principales familias de derivados C13-norisoprenoides en uvas. a: beta-damascenona,
b: beta-ionona, c: TDN, d: vitispirano, e: actinidol.

Entre los C13-norisoprenoides no megastigmanos (figura 17), el mas importante
es el 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN), que presenta un olor distintivo a
queroseno, jugando un importante papel en el aroma a “petrdleo” de los vinos viejos de
Riesling. Este compuesto estd generalmente ausente en uvas y vinos jovenes, pero
puede aparecer durante el envejecimiento en botella. Otros compuestos pertenecientes a
la misma familia son los actinidoles y el vitispirano, que presentan olores reminiscentes
del alcanfor.

Winterhalter’'' describe cuales son las rutas mayoritarias que proporcionan
compuestos Cl13-norisoprenoides relacionados con el aroma, como theaspiranos,
vitispiranos, edulanos o beta-damascenona. Por ejemplo, se propone que la beta-
damascenona procede de un diol acetilénico (megastigm-5-en-7-ino-3,9-diol)
glicosilado.
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Oliveira y col.*'? estudian el efecto que algunos parametros viticulturales (forma
de cultivo, estado de madurez, luz solar y exposicion a la sombra, altitud y altura
vegetativa) presentan sobre el perfil carotenoideo de distintas variedades tintas de uva.
Asi, llegan a las siguientes conclusiones: el contenido carotenoideo disminuye a lo largo
de la maduracion; es mayor en uvas sombreadas frente a las expuestas directamente a la
luz solar; es mayor en uvas cultivadas en terrazas elevadas (donde existe menores
temperaturas y mayor humedad), y es mayor en uvas cultivadas con elevadas alturas de
la vegetacion.

1.4.2.2 Precursores del aroma

Como se ha comentado en el apartado anterior, son varias las sustancias que
pueden actuar como precursores del aroma: monoterpenoles, dioles o polioles, acidos
grasos, carotenoides, compuestos fenolicos o compuestos azufrados. Sin embargo,
destacan especialmente los dos primeros tipos de compuestos. Estos precursores
varietales aparecen mayoritariamente en forma glicosidica. *'?

1.4.2.2.1 Monoterpenoles, dioles y polioles térpenicos

La existencia de una fraccion no volatil e inodora en el aroma terpénico en uvas
de Moscatel que se revela quimica o enzimaticamente, fue demostrada por primera vez
por Cordonnier y Bayonove en 1974. Posteriores estudios realizados por diversos
grupos de investigacion, han puesto de manifiesto que los principales monoterpenoles y
polioles terpénicos estan presentes en uvas en forma de glicdsidos (con glucosa,
arabinosa, ramnosa o apiosa), tal como se muestra en la siguiente figura:
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6-O-alfa-L-arabinofuranosil-beta-D-glucopiranésido 6-O-alfa-L-ramnopiranosil-beta-D-glucopiranésido
O———CH,
o o HOH,C
HGE,C H_o
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I
6-0O-beta-apiofuranosil-beta-D-glucopirandsido beta-D-glucopirandsido

Figura 18 Ejemplos de glicdsidos terpénicos (o norisoprenoideos) identificados en uvas.
R= terpenol o C13-norisoprenoide.

En general, parece que las formas libres y conjugadas de los terpenoles se
acumulan en uvas maduras desde el envero. Sin embargo existen dos posturas respecto a
su evolucion concreta, asi, algunos autores indican que se produce una acumulacion
continua de monoterpenos incluso en uvas sobremaduras,zm’215 otros, en cambio,
comparten la opinidon, més extendida, de que los monoterpenos libres disminuyen antes
de que se alcance el maximo nivel de azucares.

Se han identificado cuatro tipos de glicosidos terpénicos: tres diglicdsidos (6-O-
alfa-L-arabinosil-beta-D-glucopiranésido, 6-0-alfa-L-rhamnosil-beta-D-
glucopirandsido o rutindsido, y 6-O-beta-D-apiosil-beta-D-glucopirandsido) y un
monoglucésido (beta-D-glucopiranésido).

Entre las agliconas correspondientes, las mas frecuentes son terpenoles (linalol,
nerol, geraniol), 6xidos de los anteriores, dioles y trioles terpénicos.

Todas las variedades de uva contienen glicosidos similares, pero las variedades de
uva con aroma a Moscatel presentan mayores concentraciones. Las formas glicosiladas
son frecuentemente mas abundantes que las libres. Entre los glicdsidos correspondientes
a las agliconas mas odoriferas, los mas extendidos son los apiosilglucosidos y los
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arabinosilglucosidos, seguidos de los rutindsidos y de los beta-glucosidos. Los
monoglucoésidos terpénicos en la vifia, a diferencia de otras plantas, aparecen en minoria
frente a los diglicosidos.

Los monoterpenos glicosilados aparecen en mayor concentracion en los hollejos,
més que en la pulpa o el jugo, al igual que sucede con los terpenos libres. Park. y col.”’
afirman que, aproximadamente el 90% de los monoterpenos estdn unidos
glicosidicamente, sin embargo, hemos de considerar que la proporcion relativa de
compuestos libres o unidos dependera de la variedad de uva. Asi, la variedad Moscatel
de Alejandria, contiene mayor cantidad de terpenoles unidos en el jugo, mientras que en
los hollejos hay una proporcion similar entre los libres y los unidos. En el caso de la
variedad Moscatel de Frontignan, la proporcion entre terpenos libres y conjugados es
aproximadamente la misma en el jugo y los hollejos.

Si tenemos en cuenta que los glicésidos son mucho mdas solubles que las
agliconas, es logico considerarlos como vectores para el transporte y acumulacion de
monoterpenos en plantas, de ahi que se hayan identificado en primer lugar en hojas de

.~ 216
vifia.

Hemos de considerar que, aunque la uva contiene beta-glicosidasas capaces de
liberar ciertos terpenoles odoriferos de sus glicosidos inodoros, bajo las condiciones
habituales de vinificacion estas enzimas endogenas tienen un efecto limitado en el
desarrollo del aroma del mosto por distintas razones, entre ellas que su pH optimo
actuacion seria pH=5. Ademas, la fermentacion alcohdlica tiene un efecto relativamente
débil sobre el potencial glicosilado de las uvas, de manera que la concentracion
glicosidica en el vino es similar a la de las uvas.

Es por ello, por lo que se esta evaluando el empleo de glicosidasas exdgenas para
incrementar el potencial aromatico. El proceso constaria de dos etapas en las que
estarian implicados varios sistemas enzimaticos,”'’ asi, en primer lugar, una alfa-L-
rhamnosidasa, alfa-L-arabinosidasa o una beta-D-apiosidasa hidrolizaria el diglicosido;
y en la segunda etapa actuaria la beta-glucosidasa liberando las agliconas odoriferas
correspondientes. Este tipo de preparaciones enzimdticas sélo son efectivas en vinos
secos, ya que la glucosa inhibe a las beta-glucosidasas fungicas. El efecto de estas
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enzimas exogenas se centra en la liberacion de los aromas de las variedades con “aroma
a Moscatel”, no ocurriendo lo mismo en el caso de otras variedades consideradas menos
aromaticas por distintas razones (entre ellas, en que no todos los precursores del aroma
varietal tienen que estar necesariamente glicosilados y en que no todas las agliconas no
terpénicas son odoriferas).

Por otro lado, los monoterpenoles son compuestos mas o menos sensibles a las
reacciones de hidratacion y de oxidacion.*'® Estos fendmenos pueden desarrollarse
durante el envejecimiento del vino, asi al transcurrir tres meses, pueden obtenerse a
partir del linalol los siguientes compuestos: nerol, geraniol, alfa-terpineol y 6-7-
dihidroxi-linalol,*" tal como se muestra en la siguiente figura:

OH
‘ \ OH / OH
Nerol ‘ Alfa-Terpineol
/ Linalol \ OH
\ OH ‘
OH
OH
Geraniol 6,7-dihidroxi-linalol

Figura 19 Compuestos derivados del linalol formados durante el envejecimiento

Los dioles o polioles terpénicos se transforman a pH relativamente acidos, tales
como los de los mostos o vinos, en monoterpenoles con grados de oxidacion mas o
menos elevados. Si bien, mientras algunos compuestos pueden contribuir positivamente
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al aroma, en otros casos, otros compuestos pueden influir negativamente en las
caracteristicas organolépticas.™* Con la maduracién alcanzan valores mas elevados,
llegando algunos de estos compuestos a aumentar considerablemente, como el (E)-3,7-
dimetil-octa-1,5-dieno-3,7-diol, y llegando a sobrepasar al total de todos los demas
terpenoles.

1.4.2.2.2 Carotenoides

Los carotenoides parecen ser los compuestos responsables, al menos en parte, de
que a partir de variedades de uva no aromaticas, se obtengan vinos de calidad que se
distinguen por unas caracteristicas particulares, puesto que se les puede considerar como
precursores aromaticos propios de la cepa.”?’

Estos compuestos tienen el mismo origen que los terpenoles, aunque con un grado
de polimerizacion mas elevado. Su contenido en la baya varia de 15 a 2000 mcg/kg
seglin el compuesto, la cepa, la zona de produccion, etc...”!

Entre los principales carotenoides identificados, los mas abundantes son la luteina
y el beta-caroteno, seguidos de la neoxantina, la flavoxantina y la violaxantina por
ejemplo. Se localizan en los cloroplastos de las células que constituyen las partes solidas
de la baya, pulpa y hollejo, siendo este ultimo el que presenta mayor contenido (entre
1.8-2.8 veces el de la pulpa).'®

Parece que existe una correlacion estrecha entre el grado de maduracion de la uva
y la proporcién de derivados carotenoides (damascenona, vitispirano, etc..., es decir,
derivados C13-norisoprenoides), al igual que sucede con los compuestos terpénicos. Se
ha comprobado que durante la fase de crecimiento de la baya verde se produce un
aumento en el contenido de carotenoides, seguido de un fuerte descenso del mismo a
partir del envero hasta maduracion, aumentando al mismo tiempo las moléculas
derivadas de los mismos,”** principalmente en formas glicosiladas. Estos cambios
probablemente requieren la acciéon de enzimas presentes en la uva, inicialmente en la
degradacion oxidativa de los carotenoides y posteriormente en los mecanismos de
glicosilacion.
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Asimismo, parece que la exposicion de las uvas a la luz solar durante la
maduracion acelera la degradacion de los carotenoides y se acompaina por un
incremento del contenido glicosilado de derivados Cl3-norisoprenoides.” Asi,
Razungles y col.”* evaluan el efecto que la exposicion solar ejerce en los carotenoides y
glicosidos de C13-norisoprenoides en uvas de la variedad Syrah; o Steel y Keller™’
estudian la influencia que la luz UV-B tiene en el contenido carotenoideo de los tejidos

de Vitis vinifera (hojas y bayas).

Se ha comprobado que en medio acido, varios C13-norisoprenoides oxigenados
no muy odoriferos sufren modificaciones quimicas que pueden llevar a la formacion de
compuestos odoriferos como la beta-damascenona,”” tal como se indica en la siguiente
figura:

o OH
Reduccion 3
OH OH
OH OH
Neoxantina 6,7-megastigmadieno-3,5,9-triol
H+
[0}

beta-damascenona

Figura 20 Formacién de beta-damascenona en uvas y vino®’

Los C13-norisoprenoides estan presentes en uvas, principalmente, en forma de
precursores no volatiles (carotenoides, o glucdsidos, tales como el vomifoliol o el 3-
oxo-alfa-ionol)."***® Los glicosidos de estos compuestos, identificados hasta ahora, son
todos monoglucosidos, y, aunque no son hidrolizados por las glicosidasas propias de la
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uva o de las levaduras, si pueden ser liberados por glicosidasas fingicas exdgenas. Sin
embargo, parece que todavia no estd muy claro cuales son los mecanismos implicados,
y actualmente se desconocen cuales son realmente las reacciones relacionadas con la
aparicion de derivados C13-norisoprenoides odoriferos.

De Pinho y col.”?” determinan los perfiles de carotenoides en uvas, mostos y vinos
fortificados de las variedades de uva cultivadas en la zona del Duero portugués.

Williams y col.*® relacionan los norisoprenoides volatiles encontrados en los
hidrolizados de los precursores existentes en uvas Chardonnay, con su procedencia a
partir de luteina, antheraxantina, violaxantina y neoxantina via 3-hidroxi-alfa-ionona, 3-
hidroxi-beta-ionona, 5,6-epoxi-3-hidroximegastigm-7-en-9-ona y 3,5-
dihidroximegastigma-6,7-dien-9-ona.

1.4.2.2.3 Otros precursores (alcoholes, compuestos fenolicos, tioles volatiles)

Entre los derivados glicosilados presentes en las uvas, y relacionados con el aroma
varietal, pueden encontrarse, ademds de terpenos y derivados C13-norisoprenoides, los
constituidos por agliconas tales como:

- alcoholes lineales o ciclicos (hexanol, feniletanol, alcohol bencilico).
- compuestos fendlicos: acidos fendlicos y fenoles volatiles derivados (vainillina).

Ademas, pueden encontrarse los denominados precursores de los tioles volatiles
derivados de la cisteina, que parecen ser los responsables del intenso, especifico y
dominante olor de los vinos de Sauvignon Blanc, un olor que suele ser comparado con
el olor de arbustos verdes, o incluso, de orina de gato. Entre los compuestos aromaticos
presentes en mostos, que aparecerian como precursores inodoros en forma de S-
conjugados de la cisteina,”® encontramos el 3-mercaptohexanol,”*’ 4-metil-4-
mercaptopentan-2-ona 'y 4-meti1-4-mercaptopentan-2-ol.23 1232 Los aromas
correspondientes se liberaran durante la fermentacion alcohoélica, probablemente debido
a la accion de una beta-liasa especifica. Parece ser, asimismo, que la cepa de
Saccharomyces cerevisiae empleada, influird en la intensidad de los aromas liberados.
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Des Gachons y col.** estudian la localizaciéon de los S-conjugados de la cisteina

en la baya, y el efecto que le contacto con los hollejos tiene en el potencial aroméatico de
mostos de Sauvignon Blanc.

1.4.3 Aroma prefermentativo

Los constituyentes voldtiles de la etapa prefermentativa se revelan como
consecuencia de los diversos tratamientos que sufre la uva, desde que se decide realizar
la cosecha hasta que se inicia la fermentacion: operaciones de vendimia (especialmente
en el caso de que sea mecanizada), transporte (temperatura, mosteo, etc...), estrujado-
despalillado-prensado, maceracion, etc...

Durante estas operaciones mecanicas, se pone en contacto el mosto de la uva con
las partes solidas, iniciandose toda una serie de reacciones enzimaticas y quimicas,
potenciadas, en parte, por el aporte de oxigeno que se produce durante las mismas.
Entre las reacciones enzimaticas que se desarrollan, ademas de las implicadas en el
pardeamiento, se producen reacciones que daran lugar a compuestos aromaticos, tales
como los alcoholes y aldehidos de 6 atomos de carbono, responsables de los olores
herbaceos, a partir de 4cidos grasos poliinsaturados. La formacion de estos ultimos
compuestos parece variar en funcion del estado de madurez de la vendimia, de forma
que la maxima produccion de los mismos aparece antes de la maduracion.

1.4.4 Aroma fermentativo

Esta etapa esencial en la obtencion del vino implica dos procesos de
transformacion bioldgica: la fermentacion alcoholica y la malolactica. Mientras que la
primera, comun a todos los vinos, conlleva la transformacion de los azucares en etanol y
productos secundarios gracias al metabolismo de las levaduras, la segunda, fundamental
en el caso de los vinos tintos (gracias a que disminuye la agresividad en boca del vino
obtenido al disminuir la acidez y otros caracteres organolépticos desagradables desde el
punto de vista organoléptico), se basa en la degradacion del acido malico en &cido
lactico por las bacterias lacticas.
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Desde el punto de vista aromadtico, la fermentacion alcohodlica es la responsable de
la aparicion de todos aquellos compuestos volatiles caracteristicos comunes en los
distintos tipos de los vinos. Esta etapa es la que contribuye en mayor medida, a nivel
cuantitativo, a los constituyentes del aroma final del vino.

La fermentacién maloléactica, en cambio, permite una modificacion sutil del vino,
un suavizado del mismo, como consecuencia de la reduccion de la presencia del acido
malico. Su contribucién al aroma no estd muy desarrollada, puesto que la disponibilidad
de cepas de bacterias lacticas para evaluar su influencia en las caracteristicas
aromaticas, es relativamente reciente.

Entre los principales compuestos volatiles fermentativos que contribuyen al aroma
del vino, podemos indicar los siguientes: alcoholes, acidos y sus ésteres; compuestos
carbonilicos; compuestos azufrados; compuestos nitrogenados; lactonas; o fenoles
volétiles.

1.4.5 Influencia de practicas viticulturales y tecnoldgicas sobre la componente
aromatica.

1.4.5.1 Influencia de las practicas de cultivo

El efecto que distintas practicas de cultivo de la vid tienen en la composicion
aroméatica de la uva, ha sido estudiado por varios autores: Zoecklein y col.*** realizan
diversos estudios acerca de la influencia que el deshojado tiene en la concentracion de
compuestos glicosilados en uvas de las variedades Riesling y Chardonnay, llegando a la
conclusion de que la concentraciéon de estos precursores aromaticos es superior en
aquellas uvas sometidas al deshojado a lo largo de la maduracion de ambas variedades
de uva.

También Bureau y col.”>> Estudian la influencia que la exposicién solar tiene en la
componente aromatica de las uvas para evaluar los efectos que el sombreado de la cepa,
con redes de polietileno, o de los racimos, mediante las hojas o con bolsas, tiene en los
precursores glicosilados de la variedad Syrah. En este caso observan una disminucion
cuantitativa de estos compuestos en los racimos sombreados, particularmente para los
glicosidos fenolicos y de C13-norisoprenoides. De la misma forma, el sombreado de la
cepa reduce el contenido de glicosidos de terpenoles, fenoles y C13-norisoprenoides.
Asimismo llegan a la conclusiéon de que el microclima del racimo afecta mas
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determinantemente, a la composicion de la baya, que el ambiente que rodea a la cepa en
cuestion.

Ese mismo grupo realiza un estudio similar con la variedad Moscatel de
Frontignan,™® concretamente sombreando las cepas con una red que solo deja pasar el
50% y el 70%, y los racimos en un 90%. Llegan a la conclusion de que el sombreado
natural de la vegetacion no conlleva una disminucidon en los niveles de compuestos
libres o conjugados, en comparacion con las uvas totalmente expuestas, y que, al igual
que en el caso de la variedad anterior, los racimos sombreados artificialmente muestran
menores niveles de monoterpenoles y C13-norisoprenoides.

Un estudio similar para evaluar como influye la exposicion solar en la

composicion aromatica, concretamente en las variedades de uva Moscatel Chileno,
Moscatel de Alejandria y Moscatel Rosada, es llevado a cabo por Belancic y col.”*’ Para
ello realizan ensayos con racimos completamente expuestos, racimos sombreados
artificialmente de forma que permitan el paso, inicamente, del 20% (sombreados) o del
50% (semi-sombreados) de la exposicion solar. Se encuentran las mayores
concentraciones de terpenoles libres en los racimos semi-sombreados, los sombreados
presentan las menores concentraciones de terpenoles. Ademas llegan a la conclusion de
que la temperatura de la baya parece ser critica para maximizar los niveles de
monoterpenos y el aroma a moscatel de la uva.
Sala y col.*® evaltan la influencia que el tipo de disposicion de la vegetacion y la
exposicion solar tiene en el contenido de 3-alquil-2-metoxipirazinas en mostos y vinos
de la variedad Cabernet Sauvignon. Se observa una disminucion del contenido de estos
compuestos a lo largo del periodo de maduracién, asi como que los racimos protegidos
de la luz solar desde el envero presentan un menor contenido de 3-isobutil-2-
metoxipirazina que las muestras de control.

También se ha evaluado el efecto que el riego moderado tiene en el potencial
aromatico de las variedades espafiolas Tempranillo y Manto Negro, **° a través del
ensayo de la glucosa glucosidica. Se observan diferencias claras en el potencial
aromatico entre ambos cultivos y tratamientos (secano, riego), al incrementarse en torno
al 20-30% en la variedad Manto Negro, y del 40-60% en la Tempranillo, cuando se
someten a irrigacion.

La influencia que el suelo y las caracteristicas ambientales (terroir) tienen en la
expresion aromatica de la variedad Gewiirtztraminer fue estudiada por Dirninger y
col.,”® concretamente realizaron ensayos en 5 parcelas con el mismo sistema de
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conduccion y tratamiento del suelo. Los principales factores tenidos en cuenta fueron el
clon y el porta-injerto, la densidad de plantacion, la forma de conduccion, la edad de las
cepas, y la orientacion.

Asimismo, parece ser que también los fungicidas®*' empleados durante el cultivo,
son capaces de influir en el aroma de las uvas, concretamente por su efecto inhibidor de
la biosintesis de esteroles. Los resultados sugieren que estos fungicidas (flusilazol y
triforina) no tienen influencia en la hidroxilacion de monoterpenos libres o en su
oxidacion posterior, pero si pueden influir en la biosintesis de monoterpenos en una
etapa temprana, por ejemplo, durante la isomerizacion del geranil pirofosfato para
formar derivados del linalol. Ademas parecen influir también en las rutas de
glicosilacion de los monoterpenoles conjugados.

1.4.5.2 Influencia de las practicas tecnolégicas

Las distintas practicas desarrolladas de forma previa, durante o posterior a la
fermentacion, influirdn en la composicién aromatica final del vino obtenido. De ahi que
se hayan realizado numerosos estudios para evaluar cual es esa influencia.

De esta forma se estudian los cambios que las siguientes practicas tienen en la
distribucion de compuestos aromaticos libres y conjugados: la maceracién carbonica®**
o la maceracion prefermentativa®* como medios para aumentar el aroma varietal de
vinos de la variedad Moscatel de Frontignan; la adicion de levaduras nativas o
seleccionadas en la glucosa glucosidica, terpenos libres y otras agliconas de vinos de la
variedad Riesling;*** o del efecto de la fermentacién, envejecimiento y envejecimiento
sobre lias en los glucosidos totales y no fenélicos.”*’

Castro Vazquez y col.?*® estudian la influencia que el tratamiento enzimdtico con
glicosidasas o la maceracion prefermentativa tiene en vinos de las variedades
Chardonnay, Moscatel de Frontignan, Airén y Macabeo. Se observa que ambos
tratamientos incrementan la presencia de los compuestos responsables del aroma
varietal.

También Selli y col.**” evaltian el efecto que tiene el contacto con los hollejos

(durante 12 horas a 15°C), en los compuestos aromaticos libres y conjugados de los
vinos elaborados con la variedad de uva turca Narince.
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Wilker y col.**® realizan distintos ensayos para determinar el efecto que tres tipos

de tratamientos (adicion de mosto, mezcla de vinos, parada de fermentacion) para el
endulzado de vinos blancos tiene en el aroma de los mismos. También Hernandez-Orte
y col.**” estudian la influencia que la adicion, en este caso de amonio y aminoécidos,
tiene en la composicion aromdtica de mostos, concretamente de la variedad de uva
Airén.
Asimismo, Ortega-Heras y col.”®® estudian la evolucion de los compuestos
volatiles en vinos varietales durante su envejecimiento en madera, llegando a la
conclusion de que la capacidad de extraccion de compuestos volatiles del vino a partir
de la madera depende de la variedad de uva empleada.

En resumen, se puede concluir indicando, como ya se ha mencionado a lo largo de
esta introduccion, que la componente aromatica de los vinos va a estar determinada
tanto por las distintas practicas y tratamientos aplicados durante el desarrollo de la baya,
como por las distintas practicas empleadas durante la elaboracion y conservacion del
vino obtenido.

1.5 Determinacion de compuestos relacionados con el aroma

Son varios factores los que complican el andlisis del aroma en alimentos. Es
fundamental la identificaciéon de los componentes del alimento que contribuyen al
aroma, éstos estan habitualmente presentes en cantidades traza o ultra-traza implicando
una gran variedad de clases de compuestos quimicos (que puede llegar a incrementarse
por una manipulaciéon excesiva de la muestra). Las propiedades fisicas de estos
compuestos son igualmente diversas, variando desde que son gases permanentes a
sustancias con punto de ebulliciéon que excede varias centenas de grado. Esto facilita las
separaciones pero complica la recuperacion simultanea del conjunto de compuestos
aromaticos.”’

Las propiedades inherentes al tipo de muestras a analizar, en el caso de alimentos,

: . 251
tienen como consecuencia que:
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= las concentraciones de los analitos relevantes en el aroma sean
extremadamente bajas, implicando bajas concentraciones del umbral de
minimo olor (definido como la minima concentracidon necesaria de una
sustancia odorifera que tiene el 50% de probabilidad de ser percibido
por un individuo), asi, para la 2-etil-3,5-dimetilpirazina este umbral es
de 0.007 nL/L.>

* la mayoria de los aromas sean mezclas, extremadamente complejas, de
diversas sustancias. Kotseridis y Baumes™” identifican 48 sustancias
volatiles diferentes como odorantes con impacto en vinos de Burdeos.

= para aquellos aromas que son generados bioldgicamente (plantas,
animales), surjan dificultades adicionales debido a la naturaleza
dindmica de estos sistemas. Asi, la produccion de volatiles en plantas
puede estar afectada por diversos factores tales como la luz solar,
temperatura ambiental, las condiciones de estrés, o la presencia de
contaminantes, a niveles traza, en el ambiente.

= algunos odorantes (aquellos compuestos con concentraciones por
encima del umbral de percepcion) presentan una estabilidad quimica
limitada, como resultado de reacciones de fotolisis, oxidacion, etc...
Kesselmeier y Staudt”* estiman que el tiempo de vida quimica
atmosférica de los monoterpenos bajo condiciones de luz diurna, varia
desde menos de 5 minutos para el alfa-terpineno, a 3 horas para el alfa-
y beta-pineno.

En general las técnicas analiticas que se emplean para el estudio de los
compuestos aromaticos en vinos son las mismas que se utilizan para el estudio del
aroma en otro tipo de matrices agroalimentarias. Sin embargo, es necesario destacar,
que en el caso particular del vino, hay que tener en cuenta varios aspectos al realizar los
analisis: asi, la presencia del etanol puede enmascarar algunos de los compuestos,
llegando a dominar los extractos de los compuestos relacionados con el aroma y los
cromatogramas. Ademas, la presencia de otros componentes no volatiles, azucares,
acidos y compuestos fenodlicos, puede complicar los andlisis al contaminar las columnas
cromatograficas.”>
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Si tenemos en cuenta todo lo citado anteriormente, es logico suponer que la
seleccion de las técnicas de aislamiento de los analitos (preparacion de muestras) sea
una etapa critica para el andlisis de los compuestos relacionados con el aroma, de hecho,
dependiendo del tipo de muestra y los objetivos planteados, a veces serd necesario
recurrir al empleo de mas de una de estas técnicas. La técnica seleccionada puede influir
en el perfil aromatico obtenido, por tanto, el analista debe tener presente en cada
ocasion cuales son las ventajas y desventajas de los distintos métodos de aislamiento de
estos analitos.

En definitiva, la seleccion de las técnicas de muestreo, de preparacion de muestra,
de separacion de los analitos, de deteccion y cuantificacion, serd determinante y
crucial®® para la adecuada caracterizaciéon quimica de los compuestos relacionados con
el aroma.

El método analitico a desarrollar para el andlisis de estos compuestos, en
consecuencia, debe ser capaz de:

v’ aislar los componentes volatiles del resto de los presentes en la matriz.

v/ permitir una concentracion previa de los mismos (dadas las bajas
concentraciones en las que se suelen encontrar en las distintas muestras).

v' resolver una mezcla compleja, determinando compuestos presentes en
distintos intervalos de concentracion.

I.5.1 Técnicas de preparacion de muestras

Historicamente, se han empleado cierto niumero de técnicas entre las que se
incluyen la extraccidon con disolventes, destilacion y destilacion/extraccion simultanea.
Las distintas técnicas de muestreo ofrecen una serie de ventajas individuales pero
también presentan limitaciones especificas. Problemas comunes a todas ellas son la
destruccion potencial de los componentes aromaticos y/o la produccion de interferentes.
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La similitud entre el aroma inicial y el conseguido en el extracto por las técnicas
de aislamiento, es el factor considerado a la hora de juzgar las distintas técnicas
analiticas. Las condiciones empleadas deben ser lo mas suaves posibles para evitar
oxidaciones, degradaciones térmicas, y otros cambios quimicos o bioquimicos en la
muestra, siendo esto particularmente importante en el caso de compuestos altamente
reactivos.

En resumen, el objetivo de esta etapa se reduce a conseguir la transferencia
cuantitativa de los analitos de interés a una fase analizable por cromatografia de gases,
en la que estos compuestos volatiles se encuentren en concentraciones adecuadas. Para
ello, hemos de considerar que, las propiedades determinantes a la hora de seleccionar la
técnica mas adecuada, son: la volatilidad y su capacidad de ser retenidos selectivamente
en distintos materiales.

Entre las técnicas mas empleadas para el analisis de los compuestos volatiles en
alimentos y bebidas, destacan: las técnicas basadas en distintos tipos de destilacion, la
extraccion liquido-liquido (ELL), la extraccion en fase soélida (EFS), o las basadas en el
estudio del espacio de cabeza.

1.5.1.1 Técnicas basadas en la destilacion

La destilacion esta basada en la separacion de los compuestos en base a las
diferencias en sus presiones de vapor. Esta técnica permite separar los compuestos
volatiles de los no volatiles. Sin embargo, apenas permite fraccionar ni concentrar los
mismos, por lo que debe utilizarse en combinacion con algun sistema de transferencia
de los analitos a una matriz organica que permita concentrarlos. Su capacidad para
obtener muestras limpias de solutos no volatiles es su principal ventaja, puesto que no
ocasiona problemas en los sistemas cromatograficos.

1.5.1.1.1 Destilacion con vapor

Las técnicas de destilacion mas habitualmente empleadas, se llevan a cabo de
dos formas:
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o mezclando o suspendiendo la matriz a extraer con agua en un
recipiente provisto de un condensador y, mientras hierve la mezcla,
recolectando la fase condensada (hidrodestilacion). Después del
proceso, la fraccion organica, insoluble en agua, puede ser separada del
agua.

o pasando vapor a través de un recipiente que contiene la mezcla matriz-
agua (destilaciéon de arrastre de vapor) para obtener un condensado
similar.

La hidrodestilacion y la destilacion asistida por vapor son procedimientos
tradicionales para el aislamiento de compuestos volatiles relacionados con el aroma a
partir de muestras odoriferas. Al ser procedimientos directos y simples, siguen siendo
utilizados ampliamente para la caracterizacion de aromas, solos o en combinacion con
otros procedimientos de preparacion de muestras.

La destilacion con arrastre de vapor tiene la ventaja de que con el aporte del vapor
se consigue reducir la presion en la cabeza de la muestra a destilar, consiguiéndose
arrastrar compuestos de altos puntos de ebullicién que no se conseguirian mediante una
destilacion simple. Ademas permite prolongar la destilacion todo el tiempo que sea
necesario, al permanecer aproximadamente constante el volumen de sustancia a destilar,
y son mas rapidas. Entre sus inconvenientes hay que citar que no consigue buenas
recuperaciones de los solutos mas volatiles, que si no se utiliza vacio se produce la
formacion de artefactos por descomposicion térmica, y que ademas los volatiles en el
destilado estan significativamente mas diluidos que en la destilacion simple.

Dimitriadis y Williams*’ desarrollan una técnica répida para la determinacion de
terpenos volatiles libres (TVL) y potencialmente volatiles (TPV) mediante la destilacion
con arrastre de vapor. En el dispositivo propuesto, los TVL del mosto, a pH proximo a
la neutralidad, son arrastrados por vapor de agua, a continuacion se acidifica el mosto
(pH 2-2.2) con 4cido fosforico y se recoge la fraccion que contiene los TPV.

Este mismo dispositivo es empleado por Girard®® para analizar los compuestos

terpénicos volatiles (libres y potenciales) en uvas de la variedad Gewiirtztraminer.
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1.5.1.1.2 Destilacion-Extraccion simultinea (DES)

También conocida como método de Lickens-Nickerson. Con este método se
pretende superar los inconvenientes que presenta la destilacion con arrastre de vapor.

El aparato de Lickens-Nickerson opera a presion reducida para reducir el punto de
ebullicion de la muestra y minimizar la formacion de los artefactos térmicamente
inducidos. Este aparato consta de dos matraces, en uno se coloca la muestra con agua
destilada, y en el otro se recoge el disolvente extractante que es mas denso que el agua
(diclorometano, cloroformo, etc...). Ambos matraces se calientan, el agua y los vapores
del disolvente se conducen al cuerpo del extractor donde se condensan sobre la
superficie de una tuberia fria. En esta operacion los analitos relacionados con el aroma
se eliminan de la matriz por el vapor de agua y se transfieren a la fase organica cuando
los liquidos condensan. Tanto el agua como el disolvente se recolectan en el cuerpo del
extractor después de su condensacion y vuelven a los matraces correspondientes,
permitiendo un reflujo continuo.

Existen una serie de dificultades practicas asociadas con su uso, y al hecho de que
el empleo de bajas presiones en la zona del extractante dificulta la retencion del mismo
en el aparato. Se han ensayado algunas modificaciones del mismo, como la inclusion de
un condensador de hielo seco/acetona seguido de una trampa de nitrégeno liquido, sin
embargo, no se ha conseguido eliminar esos inconvenientes.

Blanch y col.”® emplean esta técnica para la extraccién de los compuestos
relacionados con el aroma en vinos, para ello ensayan tres modos diferentes de
operacion: DES a presion atmosférica, DES a presion reducida y DES implicando la
concentracion del espacio de cabeza dindmico resultante de la purga de la muestra con
un gas inerte.

La DES es también empleada por Winterhalter y col.’* para analizar los
compuestos volatiles C13-norisoprenoides (TDN, vitispirano, damascenona) en vinos
Riesling.

Varios autores’®?®* han detectado, con estd técnica, problemas de bajas
recuperaciones de compuestos con alta volatilidad, pérdidas de analitos con formacion
de artefactos y oxidacion de componentes.
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1.5.1.1.3 Otros métodos de destilacion

Tanto la destilacion a presion atmosférica como la destilacidn-extraccion
simultdnea, pueden presentar problemas a la hora de caracterizar compuestos
relacionados con el aroma, puesto que las temperaturas usualmente necesarias para la
operacion pueden provocar la degradacion de algunos analitos.

La destilacion a vacio, que puede desarrollarse en condiciones mas suaves, puede
superar los problemas anteriormente citados y es una alternativa a los métodos comunes
de destilacion. Bouchilloux y col.*®® realizan una destilacion, entre 35 y 45°C y con
presiones entre 0.5 y 1.5 Pa, y derivatizacion simultdnea con 4cido p-
hidroximercuribenzoico, para determinar, a niveles traza, tioles volatiles en vinos tintos
de Burdeos.

Sin embargo hemos de considerar que, a pesar de que si la destilacion se realiza a
presiones reducidas se reduce el riesgo de formacion de artefactos, también se reduce la
eficacia del proceso. Ademés en el caso de muestras de alimentos, puede que las
temperaturas empleadas en esta destilacion permitan el funcionamiento de distintos
sistemas enzimaticos que influirdn en la composicion de la muestra.

1.5.1.2 Extraccion liquido-li

El principio fundamental en el que se basa esta técnica es en la solubilidad de los
analitos entre dos fases distintas. Dadas las caracteristicas de los compuestos volatiles,
el reparto se suele dar entre una fase principalmente acuosa, la matriz de partida, y otra
fase organica de una polaridad determinada. Las mezclas azeotrdpicas con disolventes
organicos permiten modificar el rango de polaridad de los compuestos extraidos y
mejorar la eficiencia.

La extraccion simple con un disolvente, seguida de la concentracion bajo
nitrogeno o en un evaporador rotatorio, ha sido uno de los métodos mas antiguamente
utilizados en el andlisis de compuestos relacionados con el aroma en alimentos. Dada la
complejidad de los aromas presentes en estas matrices, es necesario seleccionar un
disolvente que nos permita representar fielmente la composicion de la matriz original.
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Esta extraccion puede realizarse en modo discontinuo o continuo. En forma
continua se consigue mejorar la sensibilidad, debido a que la recirculacién continua de
nuevo disolvente orgdnico con baja concentracion del analito favorece la extraccion. La
extraccion continua requiere, en ocasiones, el calentamiento del disolvente extractante
hasta su punto de ebullicion, teniendo que tomar precauciones para minimizar la
degradacion térmica de los analitos extraidos durante este proceso.

Si el disolvente empleado en la extraccion continua tiene poca afinidad por
algunos de los compuestos de interés, serd necesario alargar el tiempo de extraccion,
llegando a un momento en que la concentracion de volatiles existente en el extractante
que recircula es similar a la de la matriz, lo que se conoce como efecto de dilucion del
extracto.

Ademas hemos de considerar que es inevitable, que junto con los volatiles de
interés pasen al extracto otros compuestos, que aunque no aparezcan en concentraciones
importantes, pueden dificultar posteriormente el analisis. Por tanto, en estos casos sera
necesario incluir una etapa de limpieza previa al analisis por CG.

A la hora de seleccionar el disolvente a emplear para realizar la extracciéon hemos
de tener en cuenta que debe ser capaz de concentrarse facilmente en la etapa posterior a
la extraccion, por tanto, es preferible que su punto de ebullicion sea lo mas bajo posible
para evitar la degradacion de compuestos termolébiles y para evitar pérdidas durante su
evaporacion.

En las bebidas alcohodlicas el etanol y otros productos mayoritarios de la
fermentacion pueden complicar el aislamiento de los compuestos volatiles. Sin
embargo, la presencia del etanol tiene un efecto importante en la capacidad de
extraccion de distintos sistemas de disolventes, ya que, las solubilidades de los
disolventes son mayores que las encontradas en el caso de matrices acuosas, y los
coeficientes de extraccion son significativamente menores que los encontrados en
muestras acuosas como consecuencia de la mayor solubilidad de la mayoria de los
compuestos volatiles en sistemas hidroalcoholicos.

En este tipo de muestras, los sistemas que han mostrado mayores eficiencias en la
extraccion de compuestos aromaticos son las extracciones continuas con
trifluorometano, diclorometano, o diversas mezclas azeotropicas con mas de un
disolvente, lo que permite modificar el intervalo de polaridades de los compuestos
extraidos y mejorar la eficiencia.
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La eleccion del disolvente organico para la extraccion de muestras vinicas es
critica, siendo los mas usados aquellos que presentan una baja afinidad por el etanol. El
triclorofluorometano (Freon 11) se ha utilizado ampliamente debido a su baja afinidad
por alcoholes de menos de 4 carbonos.”** Su bajo punto de ebullicién (23.7°C) minimiza
la formacién de artefactos durante las extracciones continuas, asimismo permite la
evaporacion sencilla del mismo con minimas pérdidas.

Zhou y col.*® utilizan Freon-11 para determinar los componentes aromaticos de
vinos de Moscatel, también Ebeler y col.?®® emplean el mismo extractante para el
analisis del aroma de muestras de brandy, donde comparan la ELL con la MEFS,
observando que con la ELL se extraen mas eficientemente los alcoholes superiores,
siendo mejor la selectividad para esteres y acidos en la MEFS. Asimismo, Miklésy y
Kerényi’®” comparan de esta misma forma los componentes volatiles del aroma de
bayas con pudricion noble para la produccién de vinos de Tokaj, procedentes de dos

zonas de Hungria.

La reciente preocupacion sobre la contaminacion medioambiental ha limitado el

uso de los CFC, y, por tanto, del Freon 11 en investigacion. En consecuencia se esta
extendiendo el uso de otros disolventes, como la mezcla pentano-éter dietilico, o
diclorometano.
Lopez y Gomez*®  extraen compuestos terpénicos (linalol, alfa-terpineol,
citronelol, nerol y geraniol) en “vino artificial” (12% v/v etanol en agua) con distintos
disolventes: éter dietilico, n-pentano, Freon-11, n-hexano, 1:1 éter dietilico-pentano, 1:1
¢ter dietilico-hexano y diclorometano. Los mejores resultados los obtienen con
diclorometano y 1:1 éter dietilico-pentano.

Kotseridis y col.*® analizan beta-damascenona en vinos tintos mediante la ELL

con ¢éter dietilico-hexano (1:1), al igual que pirazinas, cetonas norisoprenoides,
terpenoles y alcoholes de 6 4tomos de carbono en vinos de distintos clones de Merlot.””

Rocha y col.””" realizan la extraccion continua de mostos de las variedades de uva
blanca Maria Gomes y Bical, con diclorometano a 50°C durante 25 horas, para analizar
los compuestos volatiles y potencialmente volatiles. También utilizan este disolvente: el
mismo equipo para identificar los compuestos de impacto en el aroma de vinos tintos de
Baga; *’* Camara y col.’” para determinar sotolon (3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-
furanona) en vinos fortificados de Madeira; Ortega-Heras y col.””* al comparar la ELL
con técnicas de espacio de cabeza estatica y dinamica en el anélisis de la composicion
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aromatica de vinos; Schneider y col.”” para estudiar los compuestos volatiles

implicados en el aroma de vinos fortificados (vinos dulces naturales) de Garnacha tinta;
o Selli*’ para el analisis de vinos tintos de la variedad de uva Kalecik Karasi cultivada
en Anatolia.

También emplean la ELL con diclorometano: Mallouchos y col.””” al evaluar el

efecto biocatalitico del uso de Saccharomyces cerevisae inmobilizadas en hollejos de
uva en los compuestos volatiles del vino obtenido; Kotseridis y Baumes™® al identificar
los compuestos impactantes en el aroma de mostos y vinos tintos de Burdeos; Diaz-
Plaza y col.””® cuando comparan los aromas de vinos, con distinto contenido tanico,
envejecidos en barricas de roble francés; o Morales y col.” al estudiar la influencia que
la adicion de virutas de roble, para acelerar el envejecimiento, tiene en la composicion
aromatica de vinagres de vino.

Castro y col.”™, en cambio, realizan una extraccion rotatoria y continua con una

mezcla de éter dietilico-pentano (2:1), para determinar compuestos volatiles (alcoholes,
acidos, esteres, lactonas, amidas y fenoles) en vinos finos de Jerez. Esta misma mezcla
es empleada por Pérez-Prieto y col.?®' para evaluar el efecto que el origen, volumen y
edad de la barrica empleada en vinificacion tiene en la composicion volatil del vino
obtenido; y por Pedersen y col.”® para analizar geraniol, nerol, linalol y alfa-terpineol
en vinos.

En el caso del anélisis de compuestos azufrados en el aroma del vino,” la mezcla
pentano-diclorometano (2:1) es la preferida para llevar a cabo la extraccion,”***** asi
como el acetato de etilo.”®® Cabaroglu y Canbas®™’ emplean este mismo sistema de
disolventes, para estudiar el efecto que el contacto con los hollejos tiene en la
composicion aromatica de vinos de Moscatel de Alejandria; al igual que Morales y
Duque,”™ para determinar los volatiles libres y glicosilados presentes en manzanas
Mammea americana; 'y que Versini y col.**’ para el estudio de los componentes del

aroma de vinos de las variedades gallegas Albarifo, Loureira y Godello.
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1.5.1.3 Extraccion en fase sdélida (EFS)

En una aplicacion tipica los componentes del aroma recuperados por extraccion

con disolventes o destilacion se hacen pasar por el cartucho relleno con el adsorbente
adecuado. En sus inicios, surgieron varios problemas asociados con la adsorcion de
volatiles en las paredes del cartucho dando pobres recuperaciones, pero estas
limitaciones se han superado y existe gran diversidad de fases solidas disponibles a la
hora de seleccionar el adsorbente mds adecuado para la retencion de compuestos
aromaticos mientras se eluyen los materiales interferentes, o viceversa.
Ferreira y col.””” realizan una comparacion entre 7 fases solidas, (Amberlita-
XAD-2, 4, 7 y 16, Porapak Q, C8 y C18), y 7 sistemas disolventes (diclorometano,
diclorometano-pentano (1:1), freon 113, éter dietilico-pentano (1:1 y 1:9) y acetato de
etilo-pentano (1:3 y 1:20) con o sin efecto adicional de la saturaciéon con sal) para
estudiar su habilidad a la hora de extraer compuestos aromaticos en bebidas alcohélicas,
llegando a la conclusion de que en todos los casos las ELL pueden ser reemplazadas
satisfactoriamente por sistemas de EFS.

En el caso de muestras de vinos y derivados se ha aplicado la EFS a la
determinacion de precursores aromaticos, tales como los precursores de damascenona
en uvas blancas (Chardonnay, Semillon y Sauvignon Blanc)®' o glicésidos de mono-,
di- y tri-terpenoles, y de alcoholes norisoprenoideos,”> mediante la adsorcion en C18; o
de glucosidos de C13-norisoprenoides®” empleando una resina de XAD-2 para el
aislamiento de los mismos y derivatizandolos (en forma de trifluoroacetilos) para su
posterior determinacion por CG-MS. También utilizan esta Gltima resina: Dieguez y
col.”* para evaluar la contribucion de los aromas primarios de la uva empleada a la
tipicidad de los destilados de Orujo; o Zhou y col.'”" al comparar la ELL, con Freon-11,
con la elucidon, mediante este mismo disolvente, de los compuestos volatiles retenidos
en este tipo de resina.

Este mismo tipo de adsorbente es utilizado por Kotseridis y Baumes® al
identificar los compuestos odorantes de impacto en vinos y preparados comerciales de
levaduras; por Fondvillebagnol y col.”” al determinar compuestos volatiles en mostos
en fermentacién; o por Edwards y Beelman®® para el analisis de alcoholes superiores,
esteres y 4cidos en vinos. Wada y Shibamoto,”’ en cambio, determinan el mismo tipo
de compuestos voldtiles en vino tinto Chablis, usando columnas de Porapak Q
(copolimero de etilvinilbenceno-divinilbenceno) y diclorometano para la desorcion.
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Ortega y col.,””® asimismo, estudian los coeficientes de distribucion sélido-liquido
en resinas de Porapak Q, para determinar sus propiedades de retencidon con vistas a su
aplicacion al andlisis de alquil-metoxipirazinas y beta-damascenona en vinos. Los
resultados indican que es necesario un lecho de unos 5 cm para conseguir la
recuperacion cuantitativa de los analitos a partir de 500 ml de vino (diluido a 1000 ml
con agua previamente). El limite de deteccion conseguido en la etapa de aislamiento se
situa por debajo de los 10 ng/I.

Moret””’ desarrolla un método para la determinacion cuantitativa de los
componentes aromaticos en vino mediante su adsorciéon en una columna con tierra de
diatomeas (de elevada area superficial) y la posterior elucion con la mezcla pentano-
cloruro de metileno (2:1). Karasek y col.’” emplean Amberlita XAD-7 para la
identificacion de vinos monovarietales.

En la determinacién de clorofenoles en macerados de corchos y muestras de
vinos, Insa y col.” comparan la MEFS con la EFS para la preconcentracion de estos
compuestos previa al andlisis por CG de sus derivados acetilados. De las dos fases
solidas ensayadas, C18 y Oasis HLB, se obtienen los mejores resultados con la segunda
de ellas. Dieguez,**' en cambio, selecciona el C18 para estudiar la evolucion de acidos
organicos volatiles en aguardientes durante su almacenamiento a distintas temperaturas.

En los ultimos afios, la fase so6lida con base poliestireno-divinilbenceno ha
comenzado a emplearse frecuentemente en este tipo de analisis, asi Lopez y col.**
determinan compuestos volatiles minoritarios y traza en vinos mediante la EFS con
cartuchos de LiChrolut EN, realizando la elucion con diclorometano.

Dominguez y col’” la emplean para analizar fenoles volatiles (etil- y
vinilfenoles) en vinos finos de Jerez, para ello desarrollan un método facil, rapido y
repetible, que consta de una sola etapa, y que permite extraer simultineamente 12
muestras, para ello emplean un dispositivo de extraccion a vacio provisto de 12
posiciones para insertar los correspondientes cartuchos con la fase sélida. La elucion de
los compuestos se realiza con diclorometano.

Para la determinacion cuantitativa de sotolon, maltol y furaneol en vinos, Ferreira
y col.** realizan una EFS, en cartuchos rellenos con 800 mg de este tipo de adsorbente,
de 50 ml de vino. Los interferentes se eliminan mediante el paso 15 ml de pentano-
diclorometano (20:1), y se recuperan los analitos con 6 ml de diclorometano,
concentrandose posteriormente de forma previa a su analisis por CG-MS.
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En el caso de muestras de vinagre de vino, Morales y col.*® evaltan los
compuestos cedidos por la madera durante su envejecimiento acelerado con la presencia
de virutas de roble, para ello ensayan dos tipos de presentaciones comerciales de
poliestireno-divinilbenceno (LiChrolut EN y BondElut ENV), llegando a la conclusion
de que se consigue extraer un intervalo mas amplio de compuestos volatiles con la
primera de ellas. Asimismo, Tesfaye y col.’” realizan la EFS, con este mismo
adsorbente, de los compuestos volatiles procedentes de la madera utilizada en el
envejecimiento acelerado de vinagres, para estudiar cual es la evolucion de la
composicion aromatica de los mismos.

Culleré y col.*® la emplean en el desarrollo de un método para fraccionar los
extractos de compuestos aromaticos en vinos. En concreto, recuperan los volatiles,
previamente retenidos en un cartucho de LiChrolut EN, con 5 ml de diclorometano y a
continuacion se fracciona este extracto (tras concentrarlo hasta 0.1 ml) mediante el
empleo de un lecho preparado al rellenar un recipiente de polipropileno con 0.55 g de
LiChrolut EN hasta una altura de 5 cm. El extracto concentrado se adiciona gota a gota
dejando que se evapore cada una de ellas antes de afiadir la siguiente. En primer lugar,
se obtiene una primera fraccion por elucién con 4 ml de pentano, la segunda fraccion se
consigue al fluir con una mezcla de pentano-diclorometano (9:1), y, por ultimo, la
tercera fraccion se recupera con 4 ml de diclorometano. La primera fraccion contiene
esteres etilicos y otros compuestos no polares, la segunda los alcoholes y algunos
fenoles volatiles, y la tercera los acidos grasos, derivados de la vainillina y algunas
lactonas.

Otra alternativa que surge del empleo de la EFS es la determinacion de
compuestos volatiles derivatizados directamente en el cartucho en el que se realiza la
extraccion, concretamente en el caso de LiChrolut EN. Asi Culleré y col.*®” analizan
aldehidos (de entre 5 y 8 carbonos) en vinos a través de la formacion de sus O-
(2,3.,4,5,6-pentafluorobencil)oximas en el propio cartucho, de esta forma consiguen
mejorar la selectividad y sensibilidad del método.

De la misma forma, Ferreira y col.’® analizan octanal, nonanal, decanal, (E)-2-
nonenal y (E, Z)-2,6-nonadienal en vinos tras la formacion de sus O-(2,3.4,5,6-
pentafluorobenzyl)oximas en el cartucho de EFS.

Mencion aparte supone la aplicacion de la EFS como etapa previa para la
determinacion de los compuestos aromaticos (libres y ligados) presentes en uvas y
vinos. El aislamiento de glicésidos a partir de vinos y mostos por su retencion selectiva
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en un adsorbente es una técnica comiinmente empleada.”” Mediante el lavado de la fase

solida con agua tras la etapa de adsorcion, los azlicares libres y otros constituyentes
polares pueden eliminarse, mientras los glicosidos, menos polares, permanecen
retenidos.

Los métodos tradicionales de medida de los productos resultantes de la hidrélisis
de los glicosidos, suponen un elevado consumo de tiempo, requiriendo etapas de
aislamiento, hidrolisis y analisis por CG,’'® o restringen su aplicacion a variedades
aromaticas con un elevado contenido en compuestos terpénicos.®"!

Williams y col.>'? desarrollan un método simple para la determinacién de la
composicion glicosidica total en una muestra mediante la cuantificacion de la glucosa
glicosidica (GG). Este método se basa en la relacion molar uno-uno entre la glucosa y
los glicésidos encontrados en uvas. El método implica el aislamiento de los glicosidos
por EFS con C18, seguido de una hidrdlisis y determinacion enzimatica de la glucosa
liberada.

Puesto que la fraccion glicosilada en uvas tintas estd dominada por las
antocianinas glicosiladas, Iland y col.*'* mejoraron el método anterior al realizar una
medida espectrofotométrica de las antocianinas, y restarsela al valor GG obtenido para
obtener un valor de GG sin la interferencia de los compuestos responsables del color de
las uvas tintas.
Zoecklein y col.*'* también modifican el método GG total (GGT) desarrollado por
Williams,® realizando la extraccién de los glicosidos a pH=13, de forma que los
glicosidos fendlicos no se retienen en la fase solida. Este método de medida de GG libre
de fenoles (GGLF) intenta dar una estimacién mas exacta del conjunto de compuestos
precursores del aroma.
Giinata y col.>”> proponen un método para la extracciéon y determinacion de
fraccion de componentes aromaticos (alcohol bencilico, 2-feniletilalcohol y terpenoles)
libres y glicosilados en mostos y vinos. Para ello la muestra de entre 50 y 100ml de
mosto 0 vino se pasa a través de una columna de Amberlita XAD-2. Posteriormente se
lava el cartucho con 50ml de agua para eliminar azlcares, acidos y otros componentes
solubles en agua. La separacion de la fraccion libre se realiza mediante la elucion de
50ml de pentano, y la fraccion glicosilada se obtiene al eluir con 50ml de acetato de
etilo.
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Este mismo tipo de resina y de procedimiento ha sido ampliamente utilizado por
diversos autores, modificando en algunos casos los disolventes empleados para la
elucién, para el analisis de: glicosidos monoterpénicos en uvas;’'® compuestos
terpénicos, norisoprenoides y sus precursores en distintas variedades de uva (Cabernet
Sauvignon, Chardonnay, Riesling, Sauvignon Blanc, Sémillon, Syrah);’'’ la
localizacion de compuestos aromadticos libres y ligados entre el hollejo, el jugo y la
pulpa en uvas Monastrell, Cabernet Sauvignon y Tempranillo;’® componentes
aromaticos (libres y ligados) en vinos de variedades de uva espafiolas: Albarifio,"***'*2
Loureira,m’181 Godello,142 (Treixadura, Listan, Viura, Xarel.lo, Parellada, Garnacha,
Tempranillo),'®” y Monastrell;**' el potencial aromatico de tres variedades de Moscatel
(de Alejandria, de Hamburgo, y de Frontignan);** glicésidos en vino Moscatel;'>
compuestos aromaticos libres y glicosilados en uvas de variedades no florales (Chenin,
Colombard, Riesling, Sémillon);323 compuestos volatiles liberados tras la hidrolisis de
los glicoconjugados de hojas y uvas de las variedades Moscatel de Alejandria y
Syrah;*** compuestos aromaticos de la variedad Emir (cultivada en Anatolia);**’ de las
intensidades aromaticas de los compuestos volatiles liberados en los hidrolizados de los
precursores extraidos de uvas Tempranillo y Garnacha.**®
Asimismo Oliveira y col.’”’ realizan la separacion de las fracciones de
compuestos aromadticos libres y de precursores glicosilados mediante la EFS con
Amberlita XAD-2, con vistas a la caracterizacion y diferenciacion de 5 variedades de
uva empleadas en la elaboracion de los “Vinhos Verdes” en base a sus compuestos
monoterpénicos.

Williams y col.’® emplean el C18 como adsorbente para el aislamiento de
glicosidos monoterpénicos y precursores norisoprenoides de mostos y vinos. En
concreto, después de cargar la muestra de mosto o vino y de lavarla con agua, se realiza
la elucidon con metanol. A esa fraccion se le elimina el disolvente y se seca, obteniendo
un residuo que se disuelve en agua y se extrae con Freon, y en el que no existen
compuestos aromaticos libres, es por tanto, la fraccion donde se encuentran los
precursores de interés.

Este mismo grupo, estudia la presencia de glicosidos monoterpénicos
(disacaridos)*” en uvas y vinos. También proponen la seleccién de C18 para el
fraccionamiento de precursores glicosilados del aroma en uvas y vinos, Mateo y col.,"”
y Batisttuta y col.*® Asi pues la EFS con C18, para la separacion de los compuestos
libres y ligados relacionados con el aroma, ha sido aplicada por numerosos autores,
tanto en uvas como en vinos.
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En el caso de las uvas, se ha analizado el potencial aromatico de distintas
variedades, entre ellas Sémillon,331 Sauvignon Blelnc,191’332’333 Chatrdonnaty,lgl’334’194
. cn 194 . .
Merlot y Cabernet Sauv1gn0n,335 Albarlno,336 Cortese, % 0 Pinot Noir.*’

Battistutta'' eluye la fraccién libre del vino retenido en el cartucho de C18 con
una mezcla de cloroformo-hexano (1:2), empleando metanol para la elucion de los
glicosidos monoterpénicos. Kotseridis y col.,''® en cambio, determinan los precursores
de la beta-damascenona en vinos tintos, tras la separacion de la fraccion libre con una
ELL previa con éter dietilico-hexano (1:1), mediante la elucion del cartucho de C18 con
etanol.

Recientemente, Schneider y col.**® han desarrollado un método para el analisis de
los glicoconjugados del aroma presentes en uvas mediante el uso de espectrometria
FTIR y el empleo de técnicas quimiométricas. Para ello, en primer lugar, aislan estos
compuestos del mosto usando cartuchos de C18, y los eluyen con metanol. Ademas
previamente a la EFS utilizan PVPP para eliminar la mayoria de los polifenoles, puesto
que interferirdn en el andlisis por FTIR.

1.5.1.4 Técnica

Estos métodos se basan en las condiciones termodindmicas de las fases en
contacto, y en la existencia de una relacion entre las concentraciones de cada uno de los
componentes existentes en las distintas fases implicadas en un sistema heterogéneo que
estd en equilibrio.

Se trata de procedimientos basados en la manipulacion del espacio de cabeza en
contacto con los materiales odorantes. Se ha estudiado ampliamente las ventajas del
muestreo del espacio de cabeza para la recuperacion de compuestos volatiles asociados
con el aroma.

Este tipo de procedimientos pueden clasificarse en dos grupos: las técnicas de
espacio de cabeza estaticas y las dinamicas.

& EBstaticas: implican la recuperacion en aquellas muestras en equilibrio dentro de

un recipiente sellado a una temperatura controlada, retirandose la muestra del espacio de
cabeza a través del septum. De forma que el gas en equilibrio con la muestra de interés
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es directamente analizado por CG o cualquier otra técnica adecuada, sin otra etapa de
tratamiento de muestra.

Sin embargo, puesto que la preconcentracion de los analitos a la que conduce es
minima o inexistente, si consideramos los niveles traza o ultra-traza a los que aparecen
los compuestos de interés, no suele emplearse para el analisis de aromas; de forma que
la utilizacion de esta técnica de muestreo estd limitada fundamentalmente por los bajos
limites de deteccion, si bien en los ultimos afios se han desarrollado sistemas que
permiten incrementar esos limites.

& Dinamicas: implica el paso de un gas inerte a través de la muestra y la
recoleccion de los constituyentes volatiles arrastrados en una trampa o sistema de
retencion. De esta forma el equilibrio entre la muestra y el espacio de cabeza es
renovado continuamente, mejorando por tanto la sensibilidad.

Las distintas técnicas de este tipo difieren en el tipo de trampa empleada y en la
forma de carga y descarga de la trampa, con métodos entre los que se incluyen: la
trampa criogénica, la adsorcion en un lecho de adsorbente, las trampas de vapor en
columna o el uso de trampas criogénicas de columna completa.

La desorcion de los analitos atrapados para el posterior andlisis puede llevarse a
cabo con pequefios volamenes de los disolventes adecuados,”*’ o usando dispositivos
para la desorcion térmica (por calentamiento).**® Estos Gltimos presentan la ventaja de
que pueden automatizarse, y el inconveniente de que pueden degradarse algunos
compuestos termolabiles.

Entre las trampas empleadas, las trampas de frio tienen la desventaja de que se
recoge agua junto con el material volatil, puesto que son condensadores por donde
circula nitrégeno liquido, generalmente, provocando la condensacion de los volatiles
arrastrados.

Las trampas de adsorbentes mas comunes son las de carbon activo, o las de
polimeros porosos, tales como el Tenax o el Porapak. Asi, Mamede y col.’*' emplean
una trampa de Tenax para el analisis de componentes aromaticos en mostos
fermentados.

En concreto, en el andlisis de los compuestos volatiles del vino, ambos tipos de
técnicas, estaticas y dinamicas, han sido ampliamente utilizados. Sin embargo, puesto
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que el procedimiento estatico a menudo ofrece poca sensibilidad para volétiles traza, es
mas frecuente el uso del procedimiento dindmico. En este ultimo caso, los analitos
suelen atraparse, criogénicamente, en disolventes organicos, o en polimeros adsorbentes
como Tenax o Porapak Q. El primero es el mas ampliamente utilizado para el analisis
de muestras de vino, debido a su baja afinidad por el agua y el etanol.”** Asi, Rosillo y
col.*” analizan los volatiles libres presentes en distintas variedades de Vitis vinifera, con
la finalidad de diferenciarlas, mediante el andlisis dindmico del espacio de cabeza, para
ello purgan las muestras de mosto con He durante 20 minutos y atrapan los volatiles en
una trampa de Tenax TA. Este mismo procedimiento es empleado por Girard y col.***
para evaluar los efectos que distintos tipos de vinificacion (a 30°C, a 20°C, a 15°C y a
15°C con mosto filtrado por gravedad previamente) tienen en los perfiles de CG de
vinos de Pinot Noir.

Los compuestos volatiles habitualmente identificados mediante las técnicas
estaticas y dindmicas de espacio de cabeza en muestras vinicas, son, generalmente,
esteres, alcoholes y 4cidos asociados con la fermentacion alcohdlica.**~*~**¢ También se
han determinado terpenos (linalol y alfa-terpineol) y norisoprenoides (vitispirano,
TDN).49’50

v’ Microextraccion en fase solida (MEFS)

Suele ser una técnica seleccionada a menudo para el analisis de los compuestos
relacionados con el aroma, puesto que se trata de una técnica libre de disolventes,
sensible, que permite un muestreo rapido con bajo coste, y es de facil operacion. Esta
técnica emplea una fibra de corta longitud (1-2 cm) de silice cubierta con un adsorbente.
Esta fibra se dispone inmersa directamente en la muestra acuosa o en el espacio de
cabeza existente por encima del la muestra liquida o sélida. El equilibrio se alcanza
antes en la MEFS de espacio de cabeza (MEFS-EC), que en la MEFS de inmersion
puesto que no hay liquido que impida la difusién del analito en la fibra.**’ Se trata de
una técnica idonea para la obtencion de huellas digitales de los aromas de alimentos,
aunque su beneficio mas obvio es su habilidad para aislar y concentrar compuestos
volatiles sin interferencia de los componentes de la matriz.

La MEFS-EC muestra una sensibilidad, para compuestos aromaticos volatiles y
semi-volatiles, mucho mayor que otras técnicas convencionales de espacio de cabeza,**
aunque esta ultima técnica ofrece mayor sensibilidad cuando se analiza compuestos
aromaticos extremadamente volatiles.*”
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La extension en que se produce la adsorcion en la fibra de MEFS dependera de
varios parametros relacionados con el analito y la fibra empleada, de forma que ha de
considerarse, entre otros factores, la volatilidad del analito, la concentraciéon del mismo
y la fuerza i6nica de la muestra. La seleccion de la fibra de apropiada polaridad y, en
menor extension, el grosor del recubrimiento de la misma, es una etapa critica para el
proceso y depende a su vez de la naturaleza del analito.

La selectividad de la adsorcion dependera del uso de las fibras apropiadas.*™>**’

Esto es especialmente importante en aquellos casos de andlisis cuantitativo donde debe
controlarse efectivamente la adsorcion competitiva.

La MEFS es un método sensible a las condiciones experimentales y cualquier
cambio en las mismas puede influir directamente en los coeficientes de distribucion y la
velocidad de adsorcion de los analitos, y, en consecuencia, en la cantidad de analitos
adsorbidos y en la reproducibilidad del método. Para obtener resultados reproducibles,
deben controlarse cierto nimero de variables experimentales: método de muestreo
(espacio de cabeza o inmersion), volumen de liquido y espacio de cabeza, pH de
muestra, contenido salino (puesto que la adicién de sal incrementa, usualmente, la
adsorcion),”” tiempo de muestreo, temperatura, profundidad de inmersion de la fibra,
condiciones de agitacion y calentamiento (de esta forma se consigue reducir el tiempo
en que se alcanza el equilibrio para los compuestos menos volatiles),”" etc...

En el caso particular de la MEFS, son varios los autores que han empleado esta
técnica para el analisis de compuestos volatiles en vinos, para ello, adsorben los analitos
en la fibra seleccionada, para posteriormente desorberlos mediante la introduccion de la
misma en el puerto de entrada del cromatografo de gases.””* Se han empleado distintos
tipos de fibras en estos anlisis’: PDMS (polidimetilsiloxano) para muestras de vino o
derivados en la determinacion de distintos compuestos aromaticos®>****3%6-357
tricloroanisoles®® y clorofenoles (tri-, tetra- y penta-clorofenoles);’” CAR-PDMS
(carboxen-polidimetilsiloxano) para el andlisis de compuestos azufrados®®¢'* en
vinos o de compuestos aromaticos en vinagres;’® PA (poliacrilato) para analizar
compuestos  azufrados®® o compuestos volatiles;** CAR-DVB (carboxen-
divinilbenceno) para determinar diacetilo®®® o benzotiazol*®” en vinos; etc...
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Buszewski y Ligor, *® Baptista y col.’® y Begala y co emplean fibras de PA
para determinar compuestos volatiles en vinos mediante MEFS-EC. También Camara y
col.””" emplean la misma fibra para analizar los compuestos relacionados con el aroma
varietal (monoterpenos y C13-norisoprenoides) en cuatro variedades de uva empleadas
en la elaboracion de vinos de Madeira.

Numerosos autores han ensayado distintas combinaciones de fibras para el
analisis de aromas en vinos asi: Ferreira y de Pinho’’* evaltan 7 tipos de fibras en la
MEFS-EC de compuestos aromaticos en vinos blancos (alcoholes, aldehidos, terpenoles
y Cl3-norisoprenoides), obteniendo la mejor eficiencia en la extraccion con la
combinaciéon de los recubrimientos DVB-CAR-PDMS; Bonino y col.’”® emplean
combinaciones de PDMS-DVB, CAR-DVB y PDMS para la MEFS de compuestos
aromaticos en el vino italiano Ruche, seleccionando finalmente la primera de ellas;
Demyttenaere y col.”™* estudian la composicion aromatica de vinos blancos griegos con
cuatro tipos de fibras: PDMS, PA, CAR-DVB y DVB-CAR-PDMS, y escogen como
fibra 6ptima la de DVB-CAR-PDMS cuando el muestreo se realiza dentro del liquido, y
la PDMS cuando el muestreo se realiza en el espacio de cabeza; Sala y col.””” analizan
3-alquil-2-metoxipirazinas en mostos con fibras de PDMS, PDMS-DVB, CAR-PDMS y
CW (Carbowax)-DVB, llegando a la conclusion de que la fibra que mejor se adapta a
este andlisis es la PDMS-DVB; Mestres y col. evaltian distintas fibras (PDMS, PDMS-
DVB, PA, CW-DVB, CAR-PDMS, Stable Flex DVB-CAR-PDMS,*”® y CAR-PDMS,
Stable Flex DVB-CAR-PDMS?"") para aplicarlas al analisis de compuestos azufrados
con baja volatilidad, decidiéndose en el primer caso por la fibra de CAR-PDMS, y en el
segundo por la de DVB-CAR-PDMS; o Cabredo-Pinillos’™® determina esteres,
alcoholes, terpenoles y dacidos en vino de la D.O.C. Rioja mediante = MEFS
automatizada, ensayando fibras de PDMS (100 y 7 micras), CW-DVB y PA, y
obteniendo los mejores resultados con la CW-DVB.

Mallouchos y col.,””” al igual que Vianna y Ebeler,”® emplean la MEFS como

técnica de muestreo en la investigacion de la evolucion de distintos volatiles (alcoholes,
esteres acéticos y esteres etilicos de acidos grasos) durante la fermentacion alcoholica
de mostos de uva. También Vallejo-Cordoba y col.>® determinan esteres etilicos
mediante esta técnica, aunque en este caso lo hacen en muestras de tequila. De la misma
forma, Roussis y col.”® estudian la disminucion de la concentracion de esteres volatiles
y terpenoles durante el almacenamiento en condiciones oxidantes de vinos de Moscatel
y Xinomavro.
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Whiton y Zoecklein®® determinan carbamato de etilo en vinos mediante MEFS-

EC y CG-MS, para ello evaltan distintos tipos de fibras, optimizando el método de
muestreo con una fibra de CAR-DVB durante 30 minutos.

Recientemente se han desarrollado métodos de MEFS en el que se produce la
derivatizacion de los compuestos a analizar de forma previa a la extracciéon,”™ o in
situ,”® concretamente se ha empleado en el analisis de clorofenoles y cloroanisoles en
vinos.

v' Extraccion por sorcion en barra agitadora (ESBA)

Se trata de otra alternativa recientemente desarrollada para el analisis de muestras
acuosas,”*® que tiene los mismos fundamentos que la MEFS, con la tnica diferencia de
que la retencion de los analitos se produce en el adsorbente (con forma de barra
agitadora) que se encuentra inmerso, o sobre la muestra. Para ello se emplea un iman
encapsulado y recubierto de PDMS, que se conoce como twister. La extraccion se
desarrolla mientras se agita la muestra con esta barra agitadora durante un tiempo
determinado (dependerd del volumen de muestra y de la velocidad de agitacion,
oscilando entre los 30 y los 60 minutos).*®’ Posteriormente, ésta se desorbe en linea con
el CG.

Esta técnica se ha aplicado al andlisis de distintos tipos de compuestos: pesticidas
en frutas y vegetales™*%3031 ¢ t45:%? yolatiles en whisky de Malta®” o en infusiones
de café;*** monoterpenos en distintas plantas;”> conservantes (4cido sérbico, etc..) en
bebidas, vinagres o salsas;””® o de contaminantes organicos (HAP, PCB, etc...) en

397,398,399,400
aguas.

Ademas se ha utilizado en el andlisis de muestras de vinos para la determinacion
de: diversos compuestos volatiles relacionados con el aroma,' 02403 de
tricloroanisoles***"*" o de fungicidas;*** asi como en el seguimiento de la evolucion de
los constituyentes volatiles durante la maduracion de uvas Monastrell.**

1.5.1.5 Extraccion asistida por ultrasonidos (EAU)

En el andlisis de la componente aromdtica de alimentos en general, la aplicacion
de la EAU es relativamente reciente.
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Cocito y col.*”” desarrollan, ya en 1995, un método para la extraccion rapida de
compuestos aromaticos en mostos y vinos mediante ultrasonidos, consiguiendo buenas
recuperaciones, linealidad y reproducibilidad para la mayoria de los compuestos
estudiados, asi como mayor rapidez y simplicidad que utilizando las resinas de C18.

Vila y col.*® llevan a cabo la optimizacion de un método para la extraccion de
compuestos aromaticos en vinos mediante esta técnica. Para ello, emplean una mezcla
de n-pentano-éter dietilico (1:2) como disolvente, y realizan un disefio factorial para
optimizar las variables del proceso.

También emplean la EAU Gomez-Plaza y col.**® para investigar el aroma de los
vinos elaborados con 7 clones de la variedad de uva Monastrell, con vistas a la
caracterizacion y diferenciacion entre los distintos clones, realizando la extraccion con
diclorometano. Este mismo disolvente es empleado por Caldeira y col. *'* en la
determinacion de los compuestos aromaticos presentes en los extractos hidro-
alcohdlicos de madera empleados en la elaboracion de brandies, asi como en brandies
envejecidos.

Asimismo, se ha aplicado esta técnica al andlisis de tricloroanisoles en corchos,
comparandola con la ESL con agitacion y la extraccion Soxhlet, y empleando pentano
como disolvente en todos los casos.*!!

1.5.1.6 Extraccion asistida por microondas (EAM)

La aplicacion de la EAM al andlisis de la componente volatil de alimentos ha sido
muy limitada, centrandose los ejemplos encontrados en la bibliografia, precisamente, en
el analisis de muestras de vino, mosto o uvas.

Razungles y col.*'? desarrollan un método rapido para el analisis de compuestos
volatiles en uvas y vinos mediante EAM, comparandola con los resultados obtenidos
mediante la EFS con Amberlita XAD-2. Llegan a la conclusiéon de que, aunque los
rendimientos de extraccion obtenidos por ambos métodos son muy similares en las
muestras de vino, la EAM es mucho mas répida y proporciona mejores resultados para
compuestos polares. En el caso del anélisis de uvas, llegan a la misma conclusion: la
EAM puede utilizarse para extraer los precursores aromaticos glicosilados, y asi lo
demuestra el mismo grupo de investigadores al desarrollar un método especifico para la
extraccii')lr; de los precursores glicosilados relacionados con el aroma, a partir de uvas y
mostos.
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También Carro y col. emplean esta técnica para la extraccion de

monoterpenoles (linalol, alfa-terpineol, citronelol, nerol y geraniol) en muestras de
mosto, concretamente con diclorometano.

1.5.1.7 Extraccioén con fluidos supercriticos (EFSC)

Los compuestos del aroma y otros volatiles se pueden extraer de una forma
relativamente facil con esta técnica gracias, ademas, a su selectividad y a la posibilidad
de acoplarlo directamente con el analisis por CG.

En cuanto a la aplicacion de esta técnica al analisis de aromas en vinos podemos
citar los siguientes autores: Blanch y col.*’® estudian la aplicabilidad de la EFSC al
analisis del aroma del vino considerando tres aproximaciones distintas (EFSC off-line,
EFSC con recoleccion de los analitos en el vaporizador de temperatura programada
situado en el extractor, o la EFSC acoplada on-line a través del vaporizador); asimismo
Carro y col.*'® proponen la extraccion, con CO, supercritico modificado con MeOH, de
los componentes libres del aroma (compuestos terpénicos) de mostos y vinos, tras la
retencion previa en un soporte de Amberlita XAD-2; y Karasek y col.'”” determinan de
igual forma la composicion aromatica de distintos tipos de vinos monovarietales. Palma
y col.*'” parten de este mismo planteamiento para desarrollar un método de EFSC de
glicosidos de uva.

También Sefiorans y col. *'#**2% han empleado la EFSC, concretamente en la
modalidad contracorriente, en el analisis del aroma de destilados. Los progresos que
se han realizado en el aislamiento e identificacion de precursores aromaticos no
volatiles, se deben en parte al desarrollo de la cromatografia en contracorriente (CC).
A diferencia de otros tipos de cromatografia, la CC no usa un soporte solido. La
separacion implica la particion de los analitos entre dos liquidos inmiscibles (en el
caso de la EFSC-CC, entre la muestra y el fluido supercritico): la fase movil liquida se
hace pasar continuamente a través de la fase estacionaria que esta retenida en la
columna por la fuerza centrifuga o gravitatoria.””'*** Esta técnica permite el
aislamiento de precursores aromaticos labiles que no pueden ser aislados mediante
otras técnicas (C18, XAD-2, etc...).*”>**
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En la tabla que presentamos a continuacion se da una descripcion de todas las
técnicas de preparacion de muestras anteriormente mencionadas:

Técnica de extraccion Descripcion

Basadas en la destilacion - Destilacion con vapor: la muestra en un recipiente se calienta para
permitir la separacion de los compuestos en funcion de sus presiones de
vapor, condensdndose posteriormente la fraccion destilada.

- Destilacion-extraccion simultanea: la muestra se introduce en un
matraz con agua y en otro matraz se dispone el disolvente extractante,
al calentar ambos recipientes, los analitos se arrastran con el vapor de

agua y condensan en la fase acuosa recogida.

- Otros métodos de destilacion: la destilacion se realiza a bajas

presiones
Basadas en el Espacio de - Estaticas: consiste en la recuperacion de los analitos presentes en el
cabeza espacio de cabeza de un recipiente sellado que contenga la muestra.

- Dinamicas: sobre la muestra se hace pasar un gas para arrastrar los
analitos y recolectarlos posteriormente en una trampa o sistema de

retencion.
Extraccion liquido- La muestra se coloca en contacto con el disolvente extractante
liquido seleccionado durante el tiempo necesario.
Extraccion en fase solida La muestra se hace pasar por el adsorbente seleccionado permitiendo

que, tras quedar retenidos los analitos en la fase solida, se eluyan con
pequefios volimenes del disolvente adecuado.

Asistida con microondas La muestra se coloca en un recipiente abierto o cerrado y se introduce
en el disolvente, suministrandole energia en forma de microondas para
facilitar la extraccion

Asistida por ultrasonidos La muestra se coloca en un recipiente junto con el disolvente
seleccionado y se somete a la accion de los ultrasonidos para potenciar
la extraccion.

Con fluidos supercriticos La muestra se coloca en una camara a alta presion y es extraida con el
fluido supercritico que puede circular a través de la muestra en circuito
cerrado o abierto. Después de la despresurizacion los analitos son
recogidos en un pequeflo volumen de disolvente organico o en una
trampa solida.

Tabla 4 Caracteristicas de técnicas de preparacion de muestras.
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De forma que podemos esquematizar las caracteristicas de las técnicas de
extraccion anteriores mediante la tabla siguiente:

Caracteristica Esp.
Dest. Cab. ELL EFS EAU EAM  EFSC
Rapidez - - - ++ ++ ++ ++
Cantidad de ++ ++ + + + + -
muestra
Consumo de ++ - ++ +/- + + _
disolventes
Variedad de + ++ 4+ + + _
disolventes
Exposicion a ++ - ++ + 4 + _
disolventes
Habilidad del = +/- - - +/- +/- +
operador
Coste del = = - +/- +/- 4 4+
equipamiento
Nivel de - +/- - ++ - ++ ++
automatizacion

Tabla 5 Comparacion de las técnicas Destilacion, Espacio de cabeza, ELL, EFS, EAU, EAM y
EFSC.

1.5.2 Procedimiento cromatografico

El anélisis por CG de los compuestos volatiles del vino se centrd en sus inicios
(décadas de los 50 y 60) en la identificacién de los alcoholes de fusel y esteres
presentes en concentraciones relativamente elevadas. Con el desarrollo de las
columnas capilares de alta resolucion y de detectores mas selectivos y sensibles, se
han llegado a identificar mas de un millar de compuestos relacionados con el aroma
del vino. En general, el tipo de fase estacionaria mas empleado en el analisis de
muestras de vino es la constituida a partir de polietilenglicol (DB Wax, ZB Wax,
Carbowax, etc...).
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En funcion del tipo de detector empleado podemos distinguir entre la CG-DIL
(detector de ionizacion de llama), la CG-EM (detector espectrometria de masas), o la
GC-O (deteccion olfatométrica).

El uso de la espectrometria de masas (EM) en continuo como detector de CG
para la identificacion de estos compuestos, ha supuesto un importante desarrollo para
el andlisis de este tipo de muestras. De forma, que actualmente existe una gran
disponibilidad de cromatografos de gases con detectores de EM y son empleados
rutinariamente.

La CG-EM, ademas de ser especialmente util en la identificacion de compuestos
desconocidos, esta incrementando su utilidad en el analisis cuantitativo de compuestos
volatiles. En los andlisis por CG es habitual emplear un patron interno para seguir las
recuperaciones de los analitos y reducir la variabilidad asociada con la preparacion de
la muestra e inyeccion. La eleccion de este patron interno puede ser complicada (por
ejemplo, no debe interferir con la separacion cromatografica pero si presentar un
comportamiento similar a los analitos a cualquier pérdida que se pueda producir
durante la preparacion de muestra). Es en este punto donde surge la gran utilidad del
detector de EM, puesto que permite el empleo de patrones marcados isotdpicamente
(con propiedades quimicas y fisicas casi idénticas al analito de interés, pero que no se
resuelven durante la separacion cromatografica) al poder buscar masas de iones
individuales concretos, y poderse cuantificar un analito separadamente de su patron
marcado isotopicamente.

Dentro de la CG, podemos distinguir distintos procedimientos de analisis: los

ensayos de dilucion isotopica (EDI), el analisis por dilucién de extractos de aroma
(ADEA) o el andlisis por concentracion de extractos de aroma (ACEA).

A. Ensayos de dilucion isotopica (EDI)

Emplean patrones internos marcados isotopicamente, como mencionamos en el
parrafo anterior, corrigiendo de esa forma las pérdidas que se producen durante la
preparacion de la muestra y el analisis cromatografico.
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Se ha utilizado para la determinacion de distintos compuestos volatiles en

. e 425426 . - 427 g o 94 - 42

muestras de vinos: pirazinas,”>** tricloroanisoles,”’ diacetilo,” 4-etilfenol,***
terpenoles (geraniol, nerol, linalol, alfa-terpineol),'** o compuestos azufrados.**’

B. Analisis por dilucion de extractos de aroma (ADEA)

Se trata de un método para la caracterizacion de la “fuerza” o potencia de un
compuesto particular en relacion a su umbral de olor. En su forma mas simple, se lleva a
cabo analizando sucesivas diluciones de una muestra o extracto, hasta que la respuesta
odorifera de cada compuesto o region de interés no sea detectado (es decir, los extractos
de los compuestos aromaticos se diluyen hasta que no se percibe olor en el puerto sniff,
donde el analista coloca la nariz). El valor de la dilucion de olor (DO) o dilucion de
aroma (DA) es el asignado al valor de la dilucion de la muestra que conlleva la
extincion del olor en el detector olfatorio. Cuanto mayor sea el valor de DO/DA, mas
significativo sera ese compuesto en el aroma o perfil odorifero conjunto de la muestra.

Los resultados, por tanto, se expresan como factor de dilucién del aroma (DA),
que es la relacion entre la concentracion del odorante en el extracto inicial y su
concentracion en el extracto mas diluido en el que el olor es todavia detectado por
olfatometria. Consecuentemente el factor DA es una medida relativa y es proporcional
al valor de actividad de olor de ese compuesto en el aire.

Esta técnica es muy util en la determinacidon del mayor contribuyente al perfil
aromatico de un extracto o del compuesto clave cuando se analiza una muestra para un
olor en particular.

Se ha aplicado a la caracterizacion y cuantificacion de diversos compuestos
activos desde el punto de vista aromadtico, en vinos elaborados con distintas variedades
de uva: Merlot, Cabernet Sauvignon y Garnacha cultivadas en Espafia;"*° Cabernet
Sauvignon y Merlot cultivadas en Burdeos;” Garnacha (vino rosado),””' Chardonel
(hibrido francés-americano),”> Macabeo,*? o Garnacha del Priorato.**
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Asi como a la busqueda de perfiles aromaticos clave para distinguir entre vinos
. . . ~ 4
tintos de crianza de alta calidad elaborados en Espafia.**’

C. Analisis por concentracion de extractos de aroma (ACEA)

Es el método contrario del ADEA. Se empieza con el extracto sin diluir que es
concentrado sucesivamente y después de cada etapa se analiza una alicuota por CG
olfatométrica. Este procedimiento evita una sobreestimacion de los factor DA de
odorantes inestables que se degradan en el ADEA.

Lopez y col.'™ analizan las intensidades de los compuestos volatiles liberados por
la hidrolisis en medio acido de los precursores inodoros extraidos de uvas Tempranillo y
Garnacha, con un experimento ACEA. Llegan a la conclusion de que los odorantes
liberados més importantes son derivados de acidos grasos insaturados, acidos grasos y
algunas lactonas alifaticas. S6lo beta-damascenona y TDN son los odorantes de impacto
derivados de los carotenoides, y el farnesol y 3,7-dimetil-1-eno-3,7-diol de los
terpenoles.

Dentro de la aplicacion de la CG a la deteccion de compuestos relacionados con el
aroma podemos distinguir:

=  CG con captura electronica: tiene escasa aplicacion para ese tipo de
analitos, puesto que se utiliza bdsicamente para la determinacion de
compuestos halogenados. Juanola y col.**® determinan los contenidos
de tricloroanisoles en corchos mediante esta técnica tras una extraccion
previa, al igual que Martinez-Urunuela y col.*”

= CG con olfatometria (CG-O), se ha aplicado a la determinacién
cuantitativa de odorantes de distintos tipos de vinos (mediante AEDA):
asi, Ferreira y col.”® detectan 69 regiones odoriferas en los perfiles de
CG-0, 63 de los cuales pudieron ser identificados; Culleré y col.**
revelan la presencia de 85 notas aromaticas de las que se identificaron
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78 odorantes; y lo mismo hacen Lopez y col.”” en vinos de las
variedades Merlot, Cabernet Sauvignon y Garnacha; Buettner*" en
vinos de Chardonnay , o Cadwallader y col.”’ en vinos de la variedad

hibrida Chardonel.

Asimismo Selli y col.'*" utilizan la CG-O y el analisis de los valores de
actividad odorifera para comprobar que el alcohol isoamilico,
hexanoato de etilo, octanoato de etilo, decanoato de etilo, acetato de
isoamilo, 2-feniletanol y el 4cido octanoico, son compuestos de potente
aroma presentes en vinos tintos de la variedad Kalecik Karasi cultivada
en Anatolia.

CG con detector de ionizacioén de llama (GC-DIL), ha sido empleada
por diversos autores para la determinaciéon de compuestos volatiles en
muestras de uva y vino, usando distintas técnicas de preparacion de
muestras. Asi, Selli y col."*” utilizan la ELL con diclorometano previa
al analisis por CG-DIL, al igual que Ortega-Heras y col.”’ Benitez y
col.'® en cambio, tras la extraccion con éter dietilico-pentano (2:1); y
Ledauphin y col.**® tras la extraccion con pentano.

CG con detector de espectrometria de masas (CG-EM): se ha aplicado
extensivamente al analisis de los compuestos relacionados con el aroma
de distintos tipos de muestras.

Esta es la técnica mas cominmente empleada para analizar los componentes
volatiles, y el potencial aromdtico, en muestras de interés enologico. Asi, Girard y
col.” emplean esta técnica para determinar los compuestos volatiles relacionados con
el aroma varietal de uvas de la variedad Gewiirtztraminer. De igual forma Miklosy y
col.*? analizan la fracciéon aromatica de uvas con pudricion noble utilizadas en la
produccion de vinos de Tokaj.

Este tipo de deteccion también ha sido empleado en el andlisis de muestras de
mostos. Vianna y Ebeler'® utilizan la CG-EM para seguir la evolucion de los esteres
durante la fermentacion de mostos de uvas blancas. También, Kotseridis y Baumes
determinan gracias a esta técnica los compuestos volatiles en mostos de las variedades
Cabernet Sauvignon y Merlot, al igual que Cabaroglu y col.?’> en mostos de la
variedad de uva Emir cultivada en Turquia.

103



Determinacion de compuestos aromdticos

En cuanto a su aplicacion a muestras de vino, son numerosos los autores que
seleccionan la deteccion por EM en la separacién por CG de compuestos volatiles.
Asi, Begala y col.” la emplean para analizar vino “Cannonau de Jerzu”; Ferreira y
col.*** hacen lo mismo en el analisis de vinos tintos; o Whiton y Zoecklein''' la
emplean en la determinacion de carbamato de etilo.

También debemos indicar que diversos autores emplean la CG-FID y la CG-EM
como técnicas complementarias para analizar el mismo tipo de muestras. Tal es el
caso de Aznar y col.*"! para predecir las propiedades aromaticas de vinos tintos
envejecidos a partir de su composicién quimica; de Ledauphin®® en la caracterizacion
de destilados Calvados; o de Falque y col.*** al analizar los componentes volatiles de
vinos de las variedades Loureira, Dona Branca y Treixadura.
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Parte experimental

II. PARTE EXPERIMENTAL

II.1 REACTIVOS, DISOLVENTES Y SUSTANCIAS PATRONES

Los patrones de los compuestos fendlicos empleados durante el desarrollo
experimental del presente trabajo han sido los siguientes:

Patron

Casa comercial

Procatequialdehido
Acido gentisico
Acido cafeico
Siringialdehido
Acido p-cumarico
Vainillina
Epicatequina
Acido veratrico
Acido galico
Acido p-hidroxibenzoico
Acido ferulico
Acido sinapico
Veratraldehido
Esculetina
Escopoletina
Catequina
2,5-dihidroxibenzaldehido
Trans-Resveratrol

Fluka AG Buchs, Suiza
Merck AG Darmstad, Alemania
Fluka AG Buchs, Suiza
Fluka AG Buchs, Suiza
Merck AG Darmstad, Alemania
Fluka AG Buchs, Suiza
Sarsynthése, Lab. Sarget, Merignac, Francia
Fluka AG Buchs, Suiza
Merck AG Darmstad, Alemania
Fluka AG Buchs, Suiza
Fluka AG Buchs, Suiza
Fluka Chemika, Buchs, Suiza
Fluka AG Buchs, Suiza
Sigma Aldrich Chemie Steinhelm, Alemania
Merck AG Darmstad, Alemania
Sigma Chemicals St. Louis, EEUU
Fluka Chemika AG Buchs, Suiza
Sigma Chemicals St. Louis, EEUU
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Reactivos. disolventes y sustancias patrones

Para la extraccion en fase s6lida se han utilizado los siguientes cartuchos:

e Bond Elut PPL, polimero de estireno-divinilbenceno.Varian, California, EEUU.
e Bond Elut C-18, octadecilsilice. Varian, California, EEUU.

e Discovery DSC-18, octadecilsilice. Supelco, Pennsylvania, EEUU.

e Strata C-18E, octadecilsilice. Phenomenex, EEUU.

e Chromabond EASY, polimero de estireno-divinilbenceno, Macherey-Nagel,
Diiren, Alemania.

e Strata SDB-L, polimero de estireno-divinilbenceno. Phenomenex, EEUU.

e LiChrolut EN, polimero de poliestireno-divinilbenceno. Merck KgaA,
Darmstad, Alemania.

e GQGT: Strata C-18T, octadecilsilice. Phenomenex, EEUU.
Como soporte inerte durante las pruebas de estabilidad de los compuestos

fenolicos en la EFP se ha usado: arena de mar lavada, grano grueso, laboratorios
Panreac, Barcelona.

Los disolventes empleados en la cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) y
en los distintos ensayos de EFP son:

CLAE Casa suministradora
Metanol (grado CLAE) Scharlau Chemie, Barcelona
Acido acético glacial (para analisis) Merck KGaA, Darmstad, Alemania
Acido sulftrico (Suprapur) Merck KGaA, Darmstad, Alemania
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EFP Casa suministradora
Etanol (95-96%vol.,Rectapur) Prolabo, Fontanay S/Bois
Acetato de etilo(R.P. Normapur) Prolabo, Fontanay S/Bois
Eter dietilico (Extrapur) Scharlau Chemie, Barcelona
Metanol (grado CLAE) Scharlau Chemie, Barcelona
Diclorometano (grado CLAE) Merck KGaA, Darmstad, Alemania

El agua que se utiliza en todos los ensayos se somete a una destilacion y posterior
paso a través de una resina de intercambio 16nico (agua Milli-Q).

Los disolventes de la CLAE son sometidos a una desgasificacion en un bafio de
ultrasonidos.

Los reactivos empleados en los ensayos de la Glucosil-Glucosa son:

Reactivo Casa suministradora
Trietanolamina Fluka, Alemania
Hidroxido Sodico Panreac, Barcelona
Glucosa Panreac, Barcelona
Acido sulftrico (Suprapur) Merck KGaA, Darmstad, Alemania

Para el analisis espectrofotométrico de la glucosa liberada, se emplea un kit
enzimatico Boehringer-Mannheim para la determinacion de glucosa en alimentos,
basado en las siguientes reacciones:

Hexoquinasa
D-Glucosa + ATP » (Glucosa-6-fosfato + ADP

G6P-DH
Glucosa-6-fosfato + NADP" » D-gluconato-6-fosfato + NADPH + H"
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I1.2 APARATOS E INSTRUMENTOS

I1.2.1 Equipo de extraccion con fluidos presurizados

ASE (“Accelerated Solvent Extractor”) modelo 200, Dionex, Sunnyvale,
California (EEUU).

Consta de:

= un panel de control para seleccionar las condiciones de la extraccion y el
funcionamiento del mismo.

= dos carruseles giratorios para la colocacion de las camaras de extraccion (de
acero inoxidable, disponibles en tamafios de 11, 22 y 33 mL de capacidad) y de
los viales de recoleccion de vidrio (de 40 o 60 mL de capacidad).
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El esquema de funcionamiento de este equipo es el siguiente:

Colocar la muestra

¥

Llenar la célula con
disolvente

\ 4

Calentar y
presurizar

¥

Mantener muestra
a Py T?fijadas

¥

Bombear dte.
nuevo en la célula

¥

Purgar el dte. de la

camara con N,
Vial de recoleccion

Extracto listo para
analisis

I1.2.2 Equipos de cromatografia liquida
Se han empleado los equipos descritos a continuacion:

e Equipo cromatografico de liquidos Waters compuesto por:

Dos bombas modelo 510.

Controladora de bombas PCM.

Inyector automatico modelo 717.

Detector UV-visible de matriz de fotodiodos alineados M996

Detector de Fluorescencia 474.

Software de control e integracion de datos cromatograficos, denominado
“Estacion Millenium 2010”.

0O O O O O O

La columna utilizada ha sido LiChrospher 100, RP-18 (5Smicras), 250x3 mm.
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e Equipo cromatografico de liquidos Dionex compuesto por:

Sistema de bombas P680.

Inyector automatico ASI 100.

Horno para columna TCC 100.

Detector UV-visible de matriz de fotodiodos alineados PDA 100.
Detector de Fluorescencia RF 2000.

Software de control e integracion de datos cromatograficos, denominado
“Chromeleon 6,60”.

O O O O O O

La columna utilizada en este caso ha sido Chromolit Performance PR-18e
(100x4.6mm) tipo monolitica.

I1.2.3 Equipos de cromatografia gaseosa

* Equipo cromatografico de gases Hewlett-Packard 5890 Series II:

B con columna capilar DB-WAX (J&W Scientific, Folson,

California, EEUU) de 60m x 0.32 mm.

B acoplado a un detector de ionizacion de llama.

» Equipo cromatografico de gases GC800 (Fison Instruments, Milan, Italia):

o acoplado con un detector de masas MS800, operando en modo
EI+ (impacto electronico) a 70 eV en el intervalo de 40 a 400
u.m.a.
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11.2.4 Equipo de liofilizacion

= Liofilizador EZ-Dry, modelo EZ 585 Q, FTS Systems, Stone Ridge,
Nueva York.

= Bomba de vacio Telstar G-6/2G-6, Tarrasa, Espaiia.

I1.2.5 Equipo de extraccion asistida con ultrasonidos

= Sonda ultraséonica de alta intensidad, modelo UP 200S (con
reguladores de intensidad y de frecuencia), Dr. Hielscher GMBH,
Alemania.

= Bafio termostatico Frigiterm, J.P. Selecta, Barcelona, Espania.

138



Parte experimental

I1.2.6 Otros
v’ Balanzas Mettler PL200 y Mettler AE240.
v Equipo de desionizacion de agua, Water-Millipore, modelo Milli-Q™".

v Turbo-Vap II de Zymark para la concentracion de los extractos mediante un
bafio a una temperatura fijada y una corriente de N».

v Molinillo de sobremesa.

v Dispositivo de calentamiento mediante bloques de aluminio VWR,
Inglaterra.

v Dispositivo de EFS Visiprep (12 posiciones), Supelco, Bellefonte,
Pennsylvania, EEUU.

v’ Dispositivo de EFS automatica Rapitrace (marca registrada), Zymark,
Hopkinton, Massachussets, EEUU.

v' Espectrofotdmetro UV-visible de doble haz, Jasco, Japon.
v' Agitador magnético SM4, Stuart Scientific, Reino Unido.

v’ Baiio de ultrasonidos 360W, J.P. Selecta, Barcelona, Espaiia.
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IL3 TECNICAS EXPERIMENTALES

11.3.1 Procedimientos de extraccion:

11.3.1.1 para la determinacion de compuestos fenolicos

I1.3.1.1.1 para la extraccion con fluidos presurizados (EFP) sobre muestras

(orujos)
v Disolvente: Metanol
v’ Temperatura: 150°C
v Presion: 100 atmosferas

v’ Ciclos de extracc. estatica: 3 ciclos de 10 minutos.

v Purga: 60 segundos.

11.3.1.1.2 para el acoplamiento EFP-EFS sobre muestras (uvas)

v’ Disolventes: Agua (1? etapa), Metanol (2° etapa).
v Temperatura: 40°C (agua), 100 o 150°C (metanol).
v Presion: 40 atmosferas.

v’ Ciclos de extracc. estatica: 3 ciclos de 5 minutos

v’ Purga: 300 segundos
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I1.3.1.1.3 para la EFP, extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) y
extraccion con agitacion magnética (AM) sobre muestras de pepitas de uva.

a) EFP
v Disolvente: Metanol

v Temperatura: 130°C

v Presion: 100 atmosferas.

v’ Ciclos de extracc. estatica: 2 ciclos de 5 minutos

v’ Purga: 60 segundos
b) EAU

v Disolvente: Metanol

v' Temperatura: 10y 60°C

v' Sonda ultrasénica (2mm):  200W, 24kHz, 100% poder nominal

v Duracidn de la extraccion: 10 minutos

¢) Extraccion con agitacion magnética

v Disolvente: Metanol
v Temperatura: 10 y 60°C
v’ Agitacion: 50% del valor maximo

v Duracion de la extraccion: 10 minutos
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11.3.1.2 para la determinacion de compuestos relacionados con el aroma

11.3.1.2.1 para la determinacion de precursores: EFS sobre mostos

Fraccion glucosidica total (GGT)

v" Cartucho de EFS:

v' Acondicionamiento:
v Volumen de muestra:
v’ Lavado:

v Secado:

v Elucidn:

Strata C-18t
5ml MeOH, 10ml H,O
2 ml ajustados a pH = 2.25
30ml
2 minutos a vacio (-0,67 atm)

1,5 ml EtOH + 3ml H,O

11.3.1.2.2 para la determinacion de aromas libres: EFS sobre vinos

v’ Acondicionamiento:

v Volumen de muestra:

v’ Lavado:

v’ Secado:

v Elucion:

4ml CH,Cl,, 4ml MeOH,
4ml H,O-EtOH (12% v/v)

50 ml
10ml HzO
10 minutos a vacio (-0.67 atm)

2ml CH,Cl,
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I1.3.2 Procedimientos cromatograficos:

11.3.2.1 para la determinacion de compuestos fenolicos en general (CLAE)

v’ Fases moviles: disolvente A (5% metanol, 2% 4c. acético en agua)
disolvente B (90% metanol, 2% &c. acético en agua)

v Flujo: 0,5 mL/min.

v Vol. inyeccién: 40 pl para muestras de patrones y 80 ul para muestras
reales.

v" Deteccion: a matriz de diodos alineados: registrando un espectro por
segundo. Resolucion 1,2 nm. Barrido de 240 a 390 nm.
o detector de fluorescencia: longitud de onda de excitacion
351 nm y de emision de 453 nm.

v Columna: LiChrospher 100, RP-18 (250x3mm, Smicras).

v’ Gradiente: Pasando de un 0% a un 100% de disolvente B en 85 min.,
segun la siguiente tabla de gradiente:

Tiempo %A %B Curva

0 100 0 -
5 85 15 6
45 50 50 7
80 50 50 6
85 0 100 6

Se registra durante 100 minutos. Finalmente se hace pasar metanol 100% para
limpiar el sistema durante 15 minutos volviéndose a las condiciones iniciales para
otra inyeccion mediante un programa en 10 minutos y posteriormente se deja 20
minutos de estabilizado.
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11.3.2.2 para la determinacion de trans-resveratrol (CLAE)

v’ Fases moviles:

v Flyjo:
v Vol. inyeccion:

v Deteccidn:

v Columna:

v’ Gradiente:

disolvente A (0,1 % 4c. acético en agua)
disolvente B (0,1 % ac. acético en metanol)

5 mL/min.
20 pl.
a matriz de diodos alineados: registrando un espectro por
segundo. Resolucion 1,2 nm. Barrido de 260 a 350 nm.
o detector de fluorescencia: longitud de onda de
excitacion 310 nm y de emision de 403 nm.

Chromolit Performance PR-18e (100x4.6mm) monolitica.

Isocratico a 30%A, 70%B

Se registra durante 5 minutos (el tiempo de elucion del trans-resveratrol es de
2,0 minutos). Finalmente se hace pasar metanol 100% B para limpiar el sistema
durante 5 minutos volviéndose a las condiciones iniciales para otra inyeccion
mediante un programa en 5 minutos y posteriormente se deja 5 minutos de

estabilizado.

11.3.2.3 para la determinacion de catequinas (CLAE)

v’ Fases moviles:

v Flyjo:
v Vol. inyeccion:

v Deteccidn:

disolvente A (2% &c. acético en agua)
disolvente B (90% metanol, 2% ac. acético en agua)

0,3 mL/min.
80 ul.

a matriz de diodos alineados: registrando un espectro por
segundo. Resolucion 1,2 nm. Barrido de 200 a 400 nm.

o detector de fluorescencia: longitud de onda de
excitacion 290 nm y de emision de 320 nm.
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v Columna: LiChrospher 100, RP-18 (250x3mm, Smicras).

v’ Gradiente: Pasando de un 0% a un 100% de disolvente B en 21 min.,
segun la siguiente tabla de gradiente:

Tiempo %A %B Curva

0 80 20 -
10 75 25 6
20 50 50 7
21 0 100 6

Se registra durante 20 minutos (el tiempo de elucion de catequina y
epicatequina esta en torno a los 10 y 15 minutos respectivamente). Finalmente se
hace pasar metanol 100% B para limpiar el sistema durante 10 minutos
volviéndose a las condiciones iniciales para otra inyeccion mediante un programa
en 5 minutos y posteriormente se deja 10 minutos de estabilizado.

11.3.2.4 para la determinacion de compuestos relacionados con el aroma (CG)
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v" Gas portador: Helio
v Temperatura inyector: 200°C
v Vol. inyeccion: 1 ul.
v’ Deteccion: @ ionizacion de llama 6
o espectrometria de masas: impacto electronico
+ 70 eV, intervalo 40-400 u.m.a.
v' Columna: silice recubierta con DB-WAX (60m x 0,32 mm).
v" Gradiente: Pasando de 40°C a 230°C en 100 minutos con las
siguientes condiciones:

Temperatura inicial: 40°C, tiempo inicial: Smin.
Temperatura final: 230°C, Velocidad: 2°C/min.
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Se registra durante 100 minutos. Finalmente se limpia el sistema durante 20
minutos a 230°C, volviéndose a las condiciones iniciales, para otra inyeccion, de

forma automaética.

I1.3.3 Procedimiento de

hidrolisis v medida

trofotométrica

determinacion de precursores aromaticos:

11.3.3.1 procedimiento de hidrolisis

v Acido sulfarico 2,25M:
v’ Vol. muestra o patron:
v Temperatura:

v Duracion:

2mL.

1mL.

100°C

60 minutos

11.3.3.2 procedimiento de medida espectrofotométrica

v Neutralizacion:

v’ Cubeta:

v" Longitud onda:

v Tampén TRA/NADP/ATP:

v Vol. muestra:
v Vol. H,0:

v' Vol. enzima:

- 0,4 mL NaOH 3M
- 0,6 mL tampoén trietanolamina (pH = 7,6)
- 0,4 mL muestra o patron
1 cm.

340 nm

ImL

100pL.

1,9mL.

20uL.

ara la
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11.4 MUESTREO

Las muestras de orujo de uva Palomino Fino analizadas en el apartado III.1
fueron tomadas a la salida de una prensa de agotamiento en una bodega de la zona.
Previamente las uvas habian sido prensadas mediante prensas horizontales de platos.

Todas las muestras de uva analizadas en los apartados I11.3 y IIL.S durante el
desarrollo de este trabajo se han recolectado en Jerez de la Frontera, concretamente en
el CIFA (Centro de Investigacion y Formacion Agraria) “Rancho de la Merced”. El
mismo origen tienen las pepitas de uva analizadas en el apartado II1.2, puesto que estas
ultimas se obtuvieron a partir de las uvas anteriormente mencionadas.

El muestreo se realizo seleccionando, en primer lugar, entre 8-10 cepas del lineo
en estudio de forma que sean lo mas representativas posible. De cada una de las cepas
seleccionadas en el vifiedo para el control de maduracion, se corta una porcion (con
unos 6-10 granos de uva, que se correspondan con distintas partes del mismo, es decir,
de las puntas, alas, etc..) de cada uno de los racimos que hayamos seleccionado por
presentar, a priori, distintas condiciones de desarrollo (exposicion directa al sol,
sombreados, mas cercanos al terreno, mas alejados, etc...) para que el muestreo sea lo
mas representativo posible de las cepas consideradas durante el seguimiento de la
maduracion.

Asimismo el dia de vendimia, se seleccionan distintas porciones de varios racimos
elegidos aleatoriamente en las espuertas utilizadas para la recoleccion de la uva.

Las fechas de muestreo son las indicadas en las siguientes tablas:

Tabla 1 Dias de muestreo (en amarillo durante la maduracion y en verde el dia de vendimia) de
uvas analizadas en el apartado I111.3

2001

23 R 6 13 20 Vendimia
Julio Julio Agosto Agosto | Agosto

I N T
21

14
Agosto | Agosto Vendimia
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Tablas 2 y 3 Dias de muestreo, indicados en amarillo, y de vendimia, en verde, de las uvas y pepitas
analizadas en los apartados IIL.5 (afios 2002 y 2003) y II1.2 (afio 2002) respectivamente.

Ano 2002

16/8 23/8 30/8 | Vendimia Fecha
vend

12/7  19/7  26/7 2/8 9/8

Chardonnay
Mosc.Alej.
Sauv.Blanc

Viura
Garrido

Pno.testigo

Traminer

Mosc.Front.

Pno.riego

Vijiriega

Cab.Sauv.

Tempranillo

Syrah

Pno.negro
Tint.Rota

Graciano

Ao 2003 B
29/7 05/8 12/8 19/8 Vendimia

Mosc.Alej.

 Sauv.Blanc |
Viura
Garrido
Pno.testigo
Pno.riego
 Vijiriega |
Cab.Sauv.
Tempranillo
Syrah
Tint.Rota
Graciano

Vendimia

Chardonnay 05/8
Traminer 31/7
31/7

Pno. negro
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Durante el afio 2003 se produjo una ola de calor, hacia la mitad del periodo, que
afect6 a la maduracion, en mayor o menor medida, de las variedades estudiadas, lo que
unido al hecho de que se comenzo a realizar el muestreo mas tarde condujo a que el
nimero de muestreos sea inferior al del afio anterior. Ademas se realizaron muestreos
mas frecuentes en las variedades mds tempranas (Traminer, Palomino Negro y
Chardonnay), y en el caso de la variedad Moscatel de Frontignan (Moscatel de Grano
Pequefio), s6lo se pudo tomar dos muestras, puesto que la uva se pasificd rdpidamente,
optandose por no incluirla en el estudio realizado sobre las muestras del 2003.

En cuanto al apartado IIl.4, los vinos comerciales analizados fueron los

indicados a continuacion:

Nombre Variedad G. alcoh.  Bodega  Aiio Zona
Castillo de Liria Moscatel 15 Vicente 2001 Valencia
Gandia Pla
Castillo de Aguaron Garnacha 13,5 Soc. Coop. 2000 Carifiena
San Roque
Viria Mireia Moscatel- 12 Pinord, 2001 Penedés
Traminer S.A.
Mandolas Furmint 14,5 Vega Sicilia 2000 Tokaji
Oremus (Hungria)
Tokaji Furmint
Gran Feudo Moscatel de 12,5 Julian 1998 Navarra
Blanco dulce de Moscatel | ¥rontignan Chivite
Castillo de Irache Chardonnay 13 Irache, S.L. 2001 Navarra
Moscatel Dorado Moscatel 18 César 2001 Jerez-
Florido Manzanilla
Sanlucar
Viiia Esmeralda Moscatel- 11 Torres 2002 Penedés
Traminer
Sauvignon Sauvignon 12,5 Hered. de 2002 Rueda
Marqués de Riscal e Marqués de
Riscal
Original Muscat Moscatel - 12 Miquel 2001 Mallorca
Moscatel de Oliver,S.L.
Frontignan
Cresta Real Verdejo 13 Ahold 2001 Rueda
Ribera del Puerto Palomino 11 501 del 2002 Vinos Tierra
Puerto,S.A de Cadiz
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Los vinos jovenes monovarietales analizados en ese mismo apartado, fueron
proporcionados por el CIFA “Rancho de la Merced”, y se elaboraron en sus
instalaciones durante la campafia del 2002. Con algunas variedades se realizaron

distintos ensayos de vinificacidn, tal como se indica en la siguiente tabla:

Muestra Variedad/tipo de muestra Origen Tipo de
variedad vinificacion
Chard Chardonnay Universal Blanco
Cabsauv Cabernet Sauvignon Universal Tinto
Garrido Garrido Regional Blanco
Graciano Graciano Nacional Tinto
Moscmal Moscatel de Malaga Universal Blanco
Moscmalr Moscatel de Malaga riego Universal Blanco
Pno Palomino Autdctona Blanco
Pnor Palomino riego Autbctona Blanco
Pnoenz Palomino enzimas Autoctona Blanco
glucosidasas Adicién enzimas al
final fermentacion
Pnomac Palomino maceracion Autdctona Blanco maceracion
Pnoneg Palomino Negro Regional Tinto
Pnonegbt Palomino Negro baja Regional Tinto
temperatura
Pnonegmc Palomino Negro Regional Maceracion
maceracion carbonica carbonica
Syrah Syrah Internacional Tinto
Temprani Tempranillo Nacional Tinto
Trami Traminer Internacional Blanco
Tramimac Traminer maceracion Internacional | Blanco maceracion
Tinrota Tintilla de Rota Autdctona Tinto
Tinrotar Tintilla de Rota riego Autodctona Tinto
Vijirieg Vijiriega Regional Blanco
Viura Viura Nacional Blanco
Viuramac Viura maceracioén Nacional Blanco maceracion
Viuraenz Viura enzimas Nacional Blanco
glucosidasas Adicién enzimas al
final fermentacioén

Hay que indicar que no todas las variedades de uva controladas durante la
maduracion en el afio 2002 se vinificaron, puesto que esa decision esta
disponibilidad de las instalaciones, a la maduracion de las distintas
cultivadas y a la planificacién particular de cada afio en el CIFA “Rancho de la
Merced”, que es el centro que elabora los vinos anteriormente mencionados y que nos

proporciona posteriormente las muestras a analizar.
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Los ensayos de riego se realizaron de la siguiente forma:

¢ Riego
Variedad Modalidad Dosis total L/m*> Dosis mensual
de uva | deriego  (Abril-Julio) L/m’ |
Palomino fino por goteo 300 75
Moscatel por goteo 150 37,5
Tintilla de Rota por goteo 150 37,5

e Maceracion pelicular: Viura, Traminer v Palomino

La uva vendimiada se despalill6 y se le anadieron 100 ppm de SO,. Una hora més
tarde se le adicionan enzimas con actividad pectinasa (celulasa y hemicelulasa)
VINOZYM FCE G, en dosis de 2g/100Kg uva. Se mantuvo durante 6 horas a 4 °C y
posteriormente se prensd en prensa neumadtica. Se realizd el desfangando durante 12
horas a 4 °C.

A continuacion el mosto se trasegd a un deposito de acero inoxidable, donde se

inoculd con levaduras Fermiblanc arom (20g/Hl) previamente hidratadas. La
temperatura de fermentacion fue de 18 °C.

e Adicion de enzimas glucosidasas: Viura. y Palomino

Una vez vendimiada la uva, se molturé en moledora de rodillos y se prens6 en
prensa horizontal de platos. Al mosto obtenido se le anadieron 60 ppm de SO, y
enzimas con actividad pectinasa NOVOCLAIR FCE G (1g/HI de mosto),
desfangandose durante 24 horas a 4 °C.

Posteriormente se trasegd el mosto a un deposito de acero inoxidable, donde se
inoculd con levaduras Fermiblanc arom (20g/HI) previamente hidratadas. La
temperatura de fermentacion fue de 18 °C.

Una vez finalizada la fermentacion alcohdlica, y con un contenido en azucares

residuales inferiores a 2 g/L, se le afiadieron enzimas con actividad [3-glucosidasa
NOVAROM (5g/HI de vino).
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e Maceracion carbonica: Palomino Negro

En primer lugar se saturé un depdsito con CO,. La uva vendimiada se despalillo
manualmente y se introdujo en el deposito anteriormente mencionado. Durante los tres
primeros dias del encubado se adicioné CO; para asegurar una atmosfera de COs.

Cuando el grado Baumé del mosto fue inferior a 1, se prenso la uva y se termin6

de fermentar a 18 °C. No se afiadieron enzimas ni levaduras, ni se corrigi6 la acidez.
Una vez finalizada la fermentacion se corrigio el SO, y la acidez.

e Fermentacion a baja temperatura: Palomino negro

Se realizdé como una fermentacion tradicional en tinto, con la tnica diferencia de
que la temperatura de fermentacion fue de 18 - 20 °C.

Las enzimas utilizadas fueron VINIZYM G (2 g/100 Kg uva), y las levaduras
inoculadas fueron FERMIROUGE (en dosis de 20 g/100 Kg uva).
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II.5 PREPARACION DE LAS MUESTRAS Y DE LAS CAMARAS DE
EXTRACCION

I1.5.1 Muestras de orujo

En primer lugar se separan hollejos y pepitas. A continuacion se muelen en
secuencias de 15 segundos para evitar el calentamiento de la muestra, y se secan a 40°C
en una estufa durante 24 horas.

I1.5.2 Muestras de uva v pepitas

Las uvas de las distintas variedades de uva estudiadas fueron recogidas a lo largo
de su periodo de maduracion, tal como se ha indicado en el apartado anterior.

En primer lugar se les retira el pedicelo, y se cortan por la mitad para separar las
pepitas del resto de la baya. A continuacién se guardaban las pepitas, una vez limpias,
en un refrigerador a -20°C.

Las uvas, una vez retiradas las pepitas, se recogian en distintos recipientes para
proceder a su liofilizacion, que se prolongaba el tiempo necesario para que el peso se
mantuviese constante.

Una vez liofilizadas, se trituraban con un molinillo de sobremesa y se conservan a

-20°C hasta su analisis.

11.5.3 Preparacion de la camara para la EFP (orujos, pepitas)

Cada camara de extraccion se prepara de la siguiente forma:

L 1

arcna

arena /

L |
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Preparacion de las muestras y de las camaras de extraccion

¢ se anade como material soporte arena de mar, llenandose la camara hasta
aproximadamente tres cuartas partes de su capacidad.

¢ se adiciona la disolucion de patrones o la muestra, y se afiade mas arena

hasta que se llene la cdmara, cerrando posteriormente la misma con la tapa
superior.

11.5.4 Preparacion de la camara para la EFP-EFS (uvas)

L 1

/ muestra

arena Fase

solida / filtro

L |

El sistema planteado se prepara de la siguiente forma:

¢ sc afiade la fase solida de LiChrolut EN sobre un filtro, en torno a 2,5 g,
llenandose la cdmara hasta casi completar su capacidad, y colocandose
otro filtro encima.

¢ en el caso de las disoluciones de patrones, se adiciona la disolucion sobre
la arena que se afiade encima de la fase solida, afiadiéndose, si fuese
necesario, mds arena hasta que se llene la cédmara y cerrando
posteriormente la misma con la tapa superior. En el caso de muestras,
¢sta se afiade directamente sobre el filtro que se coloca encima de la fase
solida (como indica la figura).
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III RESULTADOS Y DISCUSION

III.1 EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN ORUJOS CON
DISOLVENTES A ALTA TEMPERATURA' (EFP)

En este apartado se pretende evaluar la estabilidad de distintos compuestos
fendlicos en la extraccion con disolventes a alta temperatura que se desarrolla cuando se
emplea la técnica de extracciéon con fluidos presurizados (EFP). Los resultados se
compararan con los obtenidos cuando se mantienen los mismos compuestos con el
disolvente seleccionado en el punto de ebullicion del disolvente y en contacto con el
aire, para comprobar la influencia que el aire tiene en la degradacion de los mismos.

Una vez determinada la estabilidad de estos compuestos, se determinard la
viabilidad de la EFP y se aplicara el método de extraccion desarrollado a la extraccion
de compuestos fenolicos a partir de muestras de orujo.

111.1.1 Introduccion

Entre los distintos métodos de preparacion de muestras para la determinacion de
r1e . 2 ’ .7
compuestos fendlicos en alimentos,” el mas empleado es la maceracion de la muestra
solida con disolventes organicos o con mezclas acuosas.

Se ha propuesto como técnica alternativa la extracciéon con fluidos supercriticos
(EFSC), puesto que ofrece la ventaja de ser mas rapida y menos contaminante. Sin
embargo, cuando se pretende utilizar el CO, sub- o supercritico para la extraccion de
compuestos fendlicos, son necesarios elevados porcentajes de modificador organico
para incrementar la polaridad del fluido extractante.** En consecuencia, la selectividad
entre los compuestos se ve reducida sustancialmente.
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Extraccion de compuestos fendlicos con disolventes a alta temperatura (EFP)

Otra alternativa a los métodos clasicos es la extraccion con fluidos presurizados
(EFP), que, al igual que la EFSC, ofrece la posibilidad de desarrollar extracciones bajo
atmosfera inerte y protegidas de la luz. Esto supone una gran ventaja, especialmente en
el caso de que lo que se pretenda sea analizar compuestos fenolicos sensibles a esos dos
factores. Ademas el empleo de estas técnicas permite reducir el tiempo de extraccion, y
por tanto, se reduce asimismo el efecto adverso que la actividad enzimatica pueda tener.

En la EFSC, su principal ventaja es la alta capacidad de difusion ofrecida por el
fluido de extraccion para acceder a los compuestos presentes en la matriz de la muestra.
En la EFP, se emplean altas temperaturas y altas presiones para acelerar el proceso de
extraccion. La presion permite incrementar el contacto entre el fluido extractante y la
muestra. La temperatura se utiliza para provocar la ruptura de los enlaces analito-matriz.
Ademas, la temperatura puede modificar considerablemente la permitividad relativa del
fluido extractante incrementando la selectividad.®

Antes de proponer un método de extraccion basado en el empleo de disolventes
sobrecalentados, es necesario comprobar que:

v los analitos no se degradan bajo las condiciones de extraccion.

v los analitos pueden extraerse con el fluido extractante.

Los compuestos fendlicos son facilmente degradables a altas temperaturas, por
tanto es esencial comprobar que no se degradaran durante la EFP.

111.1.2 Estudio de la estabilidad de los compuestos fenolicos durante la
extraccion a altas temperaturas

El primer punto de este apartado es el estudio de la estabilidad de los compuestos
fenolicos durante la extraccidon, usando metanol como fluido extractante, a distintas
temperaturas (40-150°C) como medida de la influencia de la atmosfera inerte en la
extraccion. Los resultados se compararan con los obtenidos cuando se someten los
mismos compuestos a temperatura alta pero en contacto con el aire.

Se prepararon disoluciones en metanol de los siguientes patrones de compuestos
fendlicos:
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= 4cidos benzoicos: acido galico (204 ppm), acido veratrico (106 ppm),
acido p-hidroxibenzoico (424 ppm) y acido gentisico (100 ppm).

» 4cidos cindmicos: acido fertlico (220 ppm), acido p-cumarico (53 ppm),
acido cafeico (99 ppm) y acido sinapico (203 ppm).

= aldehidos benzoicos: vainillina (152 ppm), protocatequialdehido (153
ppm), veratraldehido (205 ppm) y siringialdehido (509 ppm).

= flavan-3-oles o catequinas: catequina (72 ppm) y epicatequina (55 ppm).

= cumarinas: esculetina (230 ppm) y escopoletina (200 ppm).

Se tomaron esas cantidades de patrones para asegurar suficiente sefial en los
cromatogramas de los extractos obtenidos, con idea de determinar con facilidad las
recuperaciones de los mismos respecto a las referencias diarias de las disoluciones de
partida.

Como patron interno se utilizo el 2,5-dihidroxibenzaldehido, preparandose una
disolucién acuosa del mismo de 2,918 g/1.

Una vez preparada la camara o célula de extraccion (tal como se indica en el
apartado I1.5.3) se define el método de extraccion a utilizar, para ello se fija cual va a
ser la temperatura de extraccion, la presion, la duracion y nimero de ciclos de
extraccion y la duracion de la purga y secado.

En este caso vamos a evaluar la estabilidad de dichos compuestos fenolicos
cuando se someten a una extraccion con el mismo disolvente (metanol puesto que es un
disolvente en el que sabemos que se disuelven esos compuestos) y el mismo método de
extraccion a distintas temperaturas. Se utilizaron como condiciones comunes: 3 ciclos
de 10 minutos a 100 atmésferas de presion y una purga de 60 segundos, y se realizaron
las extracciones a 40, 50, 100 y 150°C (hubiera sido interesante establecer la estabilidad
de los compuestos a temperatura ambiente, 25°C, sin embargo el equipo instrumental no
permite trabajar a esta temperatura, siendo 40°C la minima temperatura de extraccion
posible).

El proceso de extraccion tiene lugar, entonces, de la siguiente forma:
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1°. Se introduce la camara en el horno, se presuriza, se llena la cdmara
con el disolvente elegido (metanol) y es calentada durante los 5 6 7 minutos
predeterminados por el equipo dependiendo de si se calienta a temperaturas
inferiores o superiores a 150°C respectivamente.

2°. Comienza el primer ciclo de extraccidon y se desarrolla una extraccion
en estatico durante 10 minutos.

3° Se lleva a cabo la purga con N, con el fin de arrastrar los posibles
restos de disolvente que hubieran quedado en la célula, recogiéndose todos los
efluentes en el mismo vial.

4°. Se descomprime la célula y se devuelve al carrusel, finalizando el
método con un lavado de los conductos con el disolvente empleado (que se
desecha).

Diariamente se preparan dos disoluciones que servirdn como referencias (antes de
la primera y antes de la ultima extraccién diaria respectivamente) con ImL de la
disolucion estudiada, mas 1 mL de patrén interno y se llevan aproximadamente al
mismo volumen que el del extracto obtenido.

Asimismo 1ImL de la disolucién patrén, diluida hasta aproximadamente 40 mL
(volumen aproximado de los extractos) con metanol, se mantiene en el punto de
ebullicion del metanol (65°C) en una estufa y en viales abiertos para determinar si se
produce degradacion de los compuestos fenolicos en contacto con el aire durante el
mismo tiempo que dura la extraccion en el equipo de EFP.

Los extractos de EFP, las disoluciones patron de la estufa y las referencias diarias
se analizan por CLAE, tras haber sido filtradas a través de una membrana de nylon de
0,45 micras de poro. Las condiciones cromatograficas empleadas fueron las comentadas
en el capitulo 11.3.2.1

Las areas de los picos se miden automaticamente y se corrigen respecto al patron
interno. Cada muestra se proces6 por triplicado, obteniéndose las siguientes
recuperaciones medias (en porcentajes respecto a la media de las dos referencias
preparadas diariamente) y desviaciones estandar relativas:
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Compuesto 40°C 50°C 100°C 150°C Referencia Estufa, 65°C
fenolico

Ac. gentisico 103,0 +4,3 98,6 £2,3 97,6 £0,5 100,6 £2,9 | 100,8 +1,5 85,5 +1,6*
Ac. cafeico 101,4 +1,9 99,4 £2.6 102,8 +1,4 101,9 £2,9 99,7 £1,4 92,5 £6,8
Protocatequiald. | 100,3 £0,4 98,9 £2,1 103,6 +1,0 103,6 £1,4 | 100,9 +1,4 96,2 +4.8
Siringialdehido | 101,8 +4,2 94,4 £1,5 101,8 £2,6 101,6 £0,8 | 101,1 £2,8 92,8 £2 2%
Catequina 99,4 £1,2 98,9 £3,1 92,6 +4,9 87,4 +£3,0% | 96,6 4,9 63,7 £8,7*
Ac. p-cumarico | 101,2 +6,8 99,2 £2 4 102,3 +£1,3 98,8 £8,6 100,3 +0,3 109,1 £9,3
Ac. veratrico 97,1 £6,5 97,5 £2,0 99,9 £1,4 103,8+4,9 | 100,2 +0,3 100,8 +0,3
Epicatequina 101,8 +1,6 98,6 £1,5 94,1 £1,7* | 86,0 £2,0* 99,5 £1,7 63,4 £7,9%
Vainillina 96,4 +6,5 95,8 £2.5 98,1 £1,7 | 100,7 £2,1 99,3 +1,4 99,2 +1,1
Ac. galico 93,5+4.5 95,8 £5,2 92,4 +6,9 96,1+£2,5* | 100,3 +£0,3 95,2 +1,3*
Ac. pOHbenzo. 97,6 +4,5 | 101,2 +4,6 98,0 £3,1 103,1 £7,1 99,3 +1,4 92,8 £2 2%
Esculetina 96,4 +6,0 98,1+3,6 98,1 £6,9 99,2 £5.4 100,2 +0,3 99,3 +1,1
Ac. fertilico 101,4+7,4 | 102,2+4,6 96,6 £6,0 96,5 +£6,2 100,9 +1,4 92,6 £2,1*
Escopoletina 99,1 £5,4 | 101,1 +£5,6 96,7 £5,7 100,3+9,0 | 100,8 £1,3 109,0 +8,0
Ac. sinapico 97,9 £5,1 | 100,2 £5,1 95,8 +6,2 99,0 £10,0 | 99,7 +1,3 101,8 +4,9
Veratraldehido 101,3+6,4 | 102,7+4.,5 96,6 +4.,8 97,7 £3,6 101,1 £2,8 84,3 £0,2*

*: diferencia significativa respecto a la referencia con un nivel de confianza del 95%

Tabla 1 Porcentajes de recuperacion +/- desv. est. de los compuestos analizados

Como puede observarse, las recuperaciones medias para todos los compuestos

extraidos estan en torno al 90%, con las excepciones de la catequina y epicatequina a
150°C. Se han realizado comparaciones estadisticas (ANOVA) para determinar si hay
series de datos significativamente distintas a las referencias y tan sélo lo han dado la
catequina sometida a extraccion a 150°C, la epicatequina a 100 y a 150°C, y el acido
galico a 150°C (véase las representaciones whisker & plot correspondientes en el anexo
I). De forma que, cuanto mayor es la temperatura de extraccion, menores
recuperaciones se obtienen.

Debe indicarse que las catequinas son los compuestos mds facilmente
degradables”® de entre todos los analizados y son los que presentan mayores problemas
de recuperacion en las técnicas de extraccion solido/fluido.” El 4cido galico al presentar
tres grupos hidroxilo es también facilmente degradable.
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Las recuperaciones obtenidas de las disoluciones patrén sometidas a 65°C en
contacto con el aire en la estufa (durante el mismo tiempo que se prolongan las
extracciones con el equipo de EFP) son generalmente inferiores a la referencia. Existen
diferencias estadisticas significativas (obtenidas mediante el empleo del ANOVA) en
los siguientes compuestos: 4acido gentisico, siringialdehido, catequina, epicatequina,
acido galico, acido p-hidroxibenzoico, acido ferulico y veratraldehido. Sus
concentraciones son significativamente menores que las referencias. Concretamente, en
el caso de la catequina y la epicatequina, donde la concentracion es un 34% y un 36%
inferior a la referencia respectivamente.

De esta forma se ha comprobado que varios compuestos fendlicos reaccionan
facilmente a alta temperatura (65°C) cuando estan en contacto con el aire. Sin embargo,
cuando se aplican mayores temperaturas bajo atmoésfera de nitrogeno (como en la EFP),
no hay degradaciones, por lo que podemos deducir que el proceso de degradacion de los
compuestos fendlicos es un proceso oxidativo que requiere la presencia de oxigeno.

Asi pues se ha comprobado la estabilidad de los mencionados compuestos
fendlicos al someterlos a extracciones a elevadas temperaturas, por lo que esta técnica
(EFP) es viable para la extraccion de dichos compuestos con una temperatura igual o
inferior a 100°C.

111.1.3 Propiedades analiticas del método

Se realizaron extracciones, por triplicado y ensayando distintas temperaturas de
extraccion, en distintos dias, determindndose las recuperaciones de cada compuesto, que
presentaron las desviaciones estdndar mostradas en la tabla 2.

Como puede observarse la repetibilidad proporcionada por la EFP para todos los
compuestos supone desviaciones inferiores al 10%. Se puede comprobar como la
temperatura de extraccion no tiene un efecto apreciable sobre la repetibilidad de la
extraccion.
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Compuesto Desv. est. a Desv. est. a Desv. est. a Desv. est. a

fenoélico 40°C (n=3) 50°C (n=3) 100°C (n=3) 150°C (n=3)
Ac. gentisico 473 23 0,5 29
Ac. cafeico 1,9 2,6 1,4 29
Protocatequiald. 0,4 2,1 1,0 1,4
Siringialdehido 472 1,5 2,6 0,8
Catequina 1,2 3,1 49 3,0
Ac. p-cumadrico 6,8 2.4 1,3 8,6
Ac. veratrico 6,5 2,0 1,4 49
Epicatequina 1,6 1,5 1,7 2,0
Vainillina 6,5 2,5 1,7 2,1
Ac. galico 4,5 5,2 6,9 2,5
Ac. pOHbenzo. 4,5 4,6 3,1 7,1
Esculetina 6,0 3,6 6,9 5,4
Ac. ferulico 7,4 4,6 6,0 6,2
Escopoletina 5,4 5,6 5,7 9,0
Ac. sindpico 5,1 5,1 6,2 10,0
Veratraldehido 6,4 4.5 4.8 3,6
Desv. est. media 4,5 33 3,5 4,5

Tabla 2 Desviaciones estandar (n=3) de los compuestos fendlicos estudiados, obtenidas en la
EFP a las distintas temperaturas ensayadas.

II1.1.4 Aplicacion de la EFP a muestras reales (orujos)

Tras comprobar el comportamiento de los compuestos fenolicos a distintas
temperaturas, se procedio a la extraccion de los mismos a partir de muestras reales.
Concretamente se sometieron a extraccion pepitas de uva y hollejos procedentes de los
residuos de vinificacion (orujos), usando las mismas condiciones que las aplicadas a los
patrones. A los extractos obtenidos se les afiade el patron interno y tras filtrarlos se
analizan por CLAE.
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El interés de este tipo de muestra radica en que se puede plantear la recuperacion
de compuestos de tipo fenodlico a partir de estos residuos de vinificacion, generando un
valor afladido para los mismos. Para ello serd necesario en primer lugar, determinar el
contenido de los compuestos de interés en los mismos, por lo que se pensd en la
utilizacion de la EFP para el desarrollo de este método de analisis.

De esta forma la EFP seria una alternativa que podria plantearse a nivel industrial
como forma de recuperar los compuestos de interés en los orujos. Por ello, el apartado
que aqui se plantea como desarrollo de un método de andlisis, podria servir ademas
como inicio de un estudio de la aplicabilidad de un sistema industrial basado en esta
técnica, estableciéndose aqui la influencia de diversos parametros de extraccion en la
recuperacion de los compuestos. Obviamente, el sistema, en caso de plantearse, debera
ser escalado y las variables ajustadas. En este caso concreto, se ha desarrollado un
proyecto fin de carrera de Ingenieria Quimica donde se han estudiado estos aspectos y
se ha realizado el disefio de una planta a nivel industrial para la recuperacion de
polifenoles a partir de orujos.

Preparacion de muestras

Los orujos se obtuvieron a partir de uvas de la variedad Palomino Fino a la salida
de prensa, se separaron las semillas de los hollejos y se molieron en un molinillo de
sobremesa durante 2 minutos, en secuencias de 15 segundos para evitar el calentamiento
de la muestra.

Hay que indicar también que el hecho de realizar la separacion entre hollejos y
pepitas se debe a la diferente composicion entre ambos y, sobre todo, a que ello es
posible desde un punto de vista industrial y se lleva a cabo actualmente, por ejemplo,
para la obtencion a nivel industrial de aceite de pepitas de uva.

Las muestras molidas se secaron durante 24 horas a 40°C en una estufa y se
mantuvieron a —20°C antes de la extraccion (véase apartado I1.5.1).

Para todas las extracciones la cantidad de muestra usada fue de 4 gramos. De esta
manera es posible comparar la capacidad de extraccion del disolvente usado a distintas
temperaturas.
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Resultados

Los cromatogramas obtenidos a 280 nm de los extractos resultantes de las
muestras de hollejo son los siguientes (la identificacion de los compuestos se realiza
basdndonos en la biblioteca de espectros elaborada previamente en el grupo de
investigacion):
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Figura 1 Cromatograma a 280 nm del extracto obtenido a partir de los hollejos a 50°C.
1= 4acido galico, 2= acido cis-cutarico, 3= acido caftirico, 4= catequina, p.i.= patrdén interno
(2,5 dihidroxibenzaldehido), 5= epicatequina.
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Figura 2 Cromatograma a 280 nm del extracto obtenido a partir de los hollejos a 100°C. 1=
acido galico, 2 = acido cis-cutarico, 3 = acido caftarico, 4 = catequina, p.i. = patrén interno
(2,5 dihidroxibenzaldehido), 5= epicatequina.
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150°C
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Figura 3 Cromatograma a 280 nm del extracto obtenido a partir de los hollejos a 150°C. 1=
acido galico, 2 = dcido cis-cutarico, 3 = acido caftarico, 4 = catequina, p.i. = patrén interno
(2,5-dihidroxibenzaldehido), 5= epicatequina.

En el caso de las muestras de pepitas, los cromatogramas a 280 nm son los
mostrados a continuacion:

50°C
. 0.7
[
=]
< 0.5
8
o
§ 034
2
o i 2
2 0.1 1 P
2 L A A A_,A.\_.M‘_;\,_ —
-0.14 ‘
0 25 50 75 100
Tiempo (min)

Figura 4 Cromatograma a 280 nm del extracto obtenido a partir de las pepitas a 50°C.
1= 4cido gilico, 2= epicatequina, p.i.= patrén interno.
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Figura 5 Cromatograma a 280 nm del extracto obtenido a partir de las pepitas a 100°C.
1= 4acido galico, 2= epicatequina, p.i.= patron interno
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Figura 6 Cromatograma a 280 nm del extracto obtenido a partir de las pepitas a 150°C.
1= 4cido galico, 2= epicatequina, 3= epigalocatequingalato, p.i.= patrén interno.

Se observan pocas diferencias en los extractos de hollejos extraidos a distintas
temperaturas, el acido cis-cutdrico se incrementa un 1% con el aumento de la
temperatura de extraccion de 50 a 100°C, y disminuye un 2% de 100 a 150°C. La
recuperacion del acido caftdrico se incrementa un 3% de 50 a 100°C pero disminuye un
7% de 100 a 150°C, en el caso de la epicatequina, aumenta un 3% de 50 a 100°C y

disminuye un 2% de 100 a 150°C, de tal forma que podemos considerar estas
diferencias no significativas.
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Respecto a los extractos de las pepitas, los resultados son bastante diferentes en
las temperaturas ensayadas. Usando 50, 100 o 150°C existen grandes diferencias tanto
en la identidad como en la recuperacion de los compuestos fenolicos extraidos. Por
ejemplo, la catequina se incrementa un 30%, y la epicatequina un 44%, al aumentar la
temperatura de extraccion de 50 a 100°C. Cuando se hace la extraccion a 150°C la
catequina se incrementa en un 32%, y la epicatequina en un 99%, respecto a la
recuperacion de la extraccion a 50°C. Existen algunos compuestos que no se detectan en
todas las extracciones llevadas a cabo a 50°C y 100°C, pero que si son detectados en las
extracciones a 150°C, por lo que como conclusion podemos decir que deben utilizarse
los 150°C para la EFP en pepitas de uva.

Si consideramos que el efecto mas importante de la temperatura mas alta estd
relacionado con la ruptura de los enlaces entre los analitos y la matriz, parece que los
analitos en las pepitas de uva estan mas fuertemente unidos a la matriz que en los
hollejos.

Podemos concluir que la EFP es una técnica viable a la hora de analizar
compuestos fenolicos en orujos, ademas en la extraccion a alta temperatura (100°C) el
maximo grado de degradacion sufrido por los compuestos fenolicos es del 10%, incluso
para los compuestos mas oxidables.

En el caso del desarrollo de métodos a escala industrial para la recuperacion de
compuestos fenolicos a partir orujos, seria mas interesante realizar las extracciones a
150 °C de forma que, aunque se degraden parcialmente algunos compuestos como las
catequinas, las recuperaciones totales serian mayores. Obviamente habria que evaluar
otros parametros, como el coste que supone el incremento de la temperatura desde 100
hasta 150 °C o lo que ello implica en cuanto a requerimientos de los equipos donde se
desarrollaria el proceso.
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II1.2 EXTRACCION DE MUESTRAS SOLIDAS: EFP Y EAU

En este apartado se estudiara la aplicacion de la técnica de EFP a la extraccion de
catequina y epicatequina con distintos disolventes, compardndose los resultados con los
obtenidos cuando se realiza la extraccion mediante agitacion magnética (AM) y asistida
con ultrasonidos (EAU).Una vez seleccionada la técnica y el disolvente que
proporcionan las mejores recuperaciones, se procederd a la optimizacion del método
para su aplicacion a la determinacion de los niveles de catequina y epicatequina totales
presentes en muestras de pepitas de uva, puesto que éstas son las fuentes primordiales
de catequinas en vinos.

A continuacion se empleard la EAU para evaluar el contenido de catequinas que
pueden ser potencialmente extraidas, durante la vinificacion, de las pepitas. Esta técnica
es rapida y sencilla, por lo permite procesar gran nimero de muestras, por ello se
aplicara en las muestras de pepitas tomadas a lo largo del periodo de maduracion de
diversas variedades de uva. También se estableceran las correlaciones entre esta
evolucién y la de los pardmetros de rutina controlados en este periodo.

Por ultimo se aplicara la EAU, al tiempo que se compara con la AM, para evaluar
la influencia que la liofilizacion previa de las muestras tiene en la extractabilidad de
catequinas.

Asi pues, con este apartado lo que se pretende es evaluar los factores que afectan a
la extraccion de catequinas mediante diversas técnicas, facilitando de esta manera
métodos rapidos de determinacion de las mismas. Ademas se pretende establecer los
efectos de diversas condiciones de extraccion en la recuperacion de las mismas, lo que
podria ser usado posteriormente en el disefio de un proceso de recuperacion de
catequinas a nivel industrial, bien sea empleando fluidos presurizados, extraccion
asistida por ultrasonidos o extraccidon por maceracion.

111.2.1 Introduccion

La catequina y la epicatequina son dos flavanoles presentes en muchos alimentos
de origen vegetal. El interés que existe en el andlisis de estos compuestos se debe a su
amplia variedad de efectos beneficiosos para la salud humana (tal como se indic6 en la
introduccion de esta memoria).
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Estos compuestos pueden ingerirse a partir de alimentos vegetales o de bebidas
derivadas de ellos. Asi, se ha comprobado la absorcion de catequina y la formacion de
derivados en sangre de seres humanos tras la ingestion de vino tinto.”

La determinacién analitica de estos dos compuestos en muestras liquidas se ha
desarrollado ampliamente, fundamentalmente por CLAE."” Su analisis en alimentos
solidos requiere una extraccion, son varias las alternativas, a los métodos clasicos de
maceracion, a considerar en su determinacion.

Como ya hemos mencionado anteriormente, la EFP ofrece la ventaja de llevar a
cabo extracciones protegidas del aire y de la luz. Puesto que las catequinas son
compuestos fotosensibles y facilmente oxidables (estando implicados en los fendmenos
de inestabilidad oxidativa, pardeamiento, etc... de vinos), la EFP constituye una
excelente opcidn para el analisis de las mismas en muestras solidas.

Las otras dos técnicas evaluadas en este apartado se emplean como técnicas de

referencia, sencillas de usar y de bajo coste.

111.2.2 Determinacion de catequinas mediante EFP, estudio comparativo con AM
y EAU."

Antes de poner a punto el método de extraccion para la determinacion de
catequinas, se procede a la optimizacion del método cromatografico. Para ello, ademas
del detector de matriz de diodos, emplearemos un detector de fluorescencia, puesto que
las catequinas son compuestos fluorescentes.'> De esta forma lo que se pretende es
conseguir un método mas selectivo, especifico, y con un menor limite de deteccion que
en el caso de la deteccion UV.

Asimismo se realizdé una comparacion previa a la optimizacion del método de
EFP, para comprobar que las recuperaciones que se consiguen con este método son
superiores a otros métodos también aplicables al analisis de estos compuestos.

111.2.2.1 Optimizacion del método de CLAE

En primer lugar se registraron los espectros de excitacion y de emision de
catequina y epicatequina:
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Figura 7 Espectros de excitacion y emision de fluorescencia de catequina.

1400
1200
1000
800 -
600 -
400 -

200 -

290nm

320n

—excitacion
——emision

225

325

425

525

625 725

825

925

Figura 8 Espectros de excitacion y emision de fluorescencia de epicatequina.

En base a ellos, se selecciona, como condiciones de medida para la deteccion
selectiva de ambas catequinas, una longitud de onda de excitacion 290 nm y de emision
de 320 nm. Estas condiciones son similares a las descritas en la bibliografia.*

Para acortar el tiempo de andlisis se realizaron diversos ensayos cambiando la
composicion de la fase movil. Las condiciones finalmente empleadas permiten registrar
el pico de catequina alrededor de los 10 minutos y el de epicatequina sobre los 17
minutos, reduciéndose el tiempo de andlisis cromatografico a unos 20 minutos (véase

apartado 11.3.2.3).
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Con estas condiciones, se obtienen cromatogramas como el obtenido en la figura
9. Concretamente, dicho cromatograma es el resultante del analisis del extracto
correspondiente a una muestra de pepitas de uva.

La repetibilidad del método cromatografico se evalué empleando extractos de
muestras reales, siendo la desviacion estandar relativa (n=5) de 0,8 y 0,7 % para
catequina y epicatequina respectivamente.
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Figura 9 Cromatograma de un extracto obtenido por EFP de pepitas de uva. Condiciones de
deteccion por fluorescencia: excitacion 290nm, emision 320nm.

111.2.2.2 Comparacion de los métodos de extraccion

Se realiz6 una comparacion de las recuperaciones obtenidas, empleando distintos
disolventes, a partir de pepitas de uva (0,5 g) empleando la extracciéon con agitacion
(EA), la extraccion asistida por ultrasonidos (EAU), y la extraccion con fluidos
presurizados (EFP).

En los tres sistemas de extraccion, se ensayaron cuatro disolventes: agua, metanol,
etanol, y acetato de etilo.

En el caso de la AM y la EAU, se realizaron las extracciones a dos temperaturas
diferentes: 10 y 60°C. En la EFP se realizaron las extracciones a 100°C."
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Los resultados obtenidos se presentan mediante las siguientes graficas:
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Figura 10 Recuperaciones de catequina obtenidas mediante EFP, EAU (10 y 60°C), y EA (10 y 60°C).
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Figura 11 Recuperaciones de epicatequina obtenidas mediante EFP, EAU (10 y 60°C), y EA (10 y 60°C).

Se puede comprobar como a 60 °C, los mejores resultados se obtienen empleando
metanol como disolvente. Las recuperaciones obtenidas con metanol son
apreciablemente mayores que las que se obtienen con cualquier otro disolvente, tanto en
el sistema EA como en el sistema EAU y tanto para catequina como para epicatequina.
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Los resultados obtenidos en las experiencias desarrolladas a 10 °C son similares en
cuanto a la conclusion del mejor disolvente, nuevamente el metanol es quien produce
mayores recuperaciones. En este caso hay que destacar que los cuatro disolventes
producen recuperaciones entre un 30 y un 50 por ciento inferiores a las obtenidas
cuando se emplean 60 °C como temperatura de extraccion y especialmente notable es el
caso del agua, ya que en los extractos obtenidos con agua a 10 °C no se detectaron ni
catequina ni epicatequina.

En cuanto a los resultados obtenidos empleando la EFP, nuevamente es el metanol
el disolvente que produce los mejores resultados, en este caso también con diferencias
notables con respecto a los otros tres disolventes. Hay que destacar asimismo que los
resultados de los extractos obtenidos mediante EFP son mejores que los obtenidos con
las otras dos técnicas para metanol y para etanol, mientras que para el agua las mejores
condiciones de extraccion son la EAU a 60 °C. Para el acetato de etilo, las
recuperaciones obtenidas empleando la EFP son incluso inferiores a las que se obtienen
usando la EAU o la EA a 10 °C.

Por todo ello, se puede concluir que el empleo de la EFP usando metanol como
disolvente, produce unos resultados en cuanto a recuperacion de catequina y de
epicatequina notablemente superiores a cualquiera de las otras condiciones de
extraccion ensayadas para el caso de las pepitas de uva. En el caso de la EFP presenta
ademads la posibilidad de emplear un mayor intervalo de temperaturas, incluso por
encima de 100 °C, que podrian incrementar la recuperacion o incluso disminuir el
tiempo necesario para obtener la misma recuperacion.

111.2.2.3 Optimizacion de la EFP v aplicacion sobre pepitas

En primer lugar se desarrollan extracciones entre 100 y 200°C (méxima
temperatura admitida por el equipo) para determinar la temperatura Optima para la
extraccion de catequina y epicatequina a partir de pepitas de uva (obtenidas segin
apartado I1.5.2). Se emplearon tiempos de extraccion de 5 y 10 minutos.

Los resultados de las recuperaciones de ambos compuestos se presentan en las
siguientes graficas:
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Figura 12 Recuperaciones de catequina a partir de pepitas de uva durante la EFP a distintas
temperaturas, usando dos tiempos de extraccion diferentes: 5 y 10 minutos.
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Figura 13 Recuperaciones de epicatequina a partir de pepitas de uva durante la EFP a
distintas temperaturas, usando dos tiempos de extraccion diferentes: 5y 10 minutos.

Podemos comprobar que para ambos tiempos de extraccion, el comportamiento
es similar: la extraccion de catequinas se incrementa notablemente a partir de 100°C
hasta el intervalo entre 160-180°C, disminuyendo posteriormente de forma drastica
hasta la méxima temperatura ensayada (200°C).

Este comportamiento puede atribuirse a la superposicion de dos efectos
diferentes durante el incremento de temperatura. El primero de ellos es la mayor
facilidad de extraccion a temperaturas mas elevadas debido al debilitamiento de las
uniones entre las catequinas y la matriz. El segundo efecto, en este caso de
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consecuencias contrarias, es la degradacion de estos compuestos a altas temperaturas,
incluso en una atmosfera de nitrogeno, como es la que se tiene durante la EFP.

Es ademas llamativo el hecho de que en las extracciones que se desarrollan tan
solo durante 5 minutos, las recuperaciones obtenidas a temperaturas entre 150 y 180 °C
son sensiblemente superiores a las obtenidas cuando la duracion de la extraccion es de
10 minutos. Este hecho s6lo tiene explicacion considerando que a esas temperaturas, el
efecto de la degradacién en 10 minutos, es superior al efecto de incremento de la
extraccion desde la muestra.

Para comprobar esta suposicion se determind la estabilidad de catequina y
epicatequina durante extracciones de 10 minutos de duracion a diferentes temperaturas,
empleando para ello una disolucion patron de esas sustancias.

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente grafica:
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Figura 14 Recuperaciones de los patrones de catequina y epicatequina durante la EFP a
distintas temperaturas.

Se puede comprobar que la recuperacion es superior al 95% con temperaturas de
extraccion de hasta 130 °C. A partir de dicha temperatura, la degradaciéon de ambos
compuestos es superior al 5% de la muestra sometida a extraccion. De esta forma queda
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comprobado el efecto del incremento de la degradacion de las catequinas durante la
extraccion de 10 minutos de duracion a temperaturas superiores a 130 °C. Este efecto se
hace mas intenso conforme mayor es la temperatura, llegando a compensar el
incremento del grado de extraccion de las catequinas a partir de las muestras reales.

Por ello, la maxima temperatura de extraccion que se puede aplicar en el sistema
de EFP es de 130 °C cuando la duracion de la misma es de 10 minutos.

Tras la determinacion de la temperatura Optima de extraccion, se procedio a la
aplicacion del método de EFP desarrollado sobre pepitas de uva. Para determinar la
repetibilidad del método se realizaron extracciones sobre alicuotas de la misma muestra.
Se obtuvo que, para catequina, la desviacion estandar relativa del método es del 3,21%,
y para epicatequina fue del 2,96% (n=5).

Podemos concluir que la aplicacion de la EFP permite la determinacion de
catequina y epicatequina en muestras reales con métodos de extraccion rapidos (10
minutos) y reproducibles. La degradacion que ambos compuestos sufren a 130 °C no
resulta ser significativa y por ello se puede emplear esta temperatura durante la
extraccion de dichos compuestos.

111.2.3 Evaluacion de las catequinas potencialmente extraibles de pepitas de uva
mediante EAU

Con este apartado lo que se pretendia es obtener informacion sobre los niveles de
catequinas que podrian ser extraidos a partir de las pepitas durante la posterior
vinificacion, por sus implicaciones en la calidad de los vinos obtenidos. Estas
catequinas, que se extraen durante el proceso de maceracion solido-liquido desarrollada
durante la fermentacion, lo hacen fundamentalmente a partir de la superficie de las
pepitas.
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La técnica de EAU, junto con el empleo de metanol (con la que se obtienen
buenos resultados en la EAU de estos compuestos''), proporciona una alternativa rapida
y sencilla, que nos permite acelerar el proceso de extraccion producido durante la
vinificacion. De esta forma este método rapido tiene dos ventajas, por un lado, se
minimizan los procesos de degradacion a los que son especialmente susceptibles las
catequinas (oxidacion), y por otro, es posible analizar gran nimero de muestras, tal
como nos interesa en nuestro caso, puesto que se pretende ademds conocer cual es la
evolucion de estos compuestos a lo largo del periodo de maduracion.

Como muestras se utilizan las pepitas tomadas a lo largo del periodo de
maduracion del afio 2002 de las siguientes variedades de uva: Traminer (TRM),
Palomino Negro (PNN), Chardonnay (CHA), Sauvignon Blanc (SBL), Syrah (SYR),
Tempranillo (TMP), Palomino riego (PNR), Palomino (PNO), Moscatel de grano
pequeio 6 Frontignan (MGP), Moscatel de Malaga o Alejandria (MAL), Cabernet
Sauvignon (CBS), Viura (VIU), Vijiriega (V1J), Garrido (GRR), Tintilla de Rota (TTR)
y Graciano (GRA).

Con el conocimiento de la evolucion de la concentracion de catequinas facilmente
extraibles de las pepitas se pretende proporcionar al endlogo informacién que le permita
evaluar las consecuencias que tendria la eleccidon de una determinada fecha de
vendimia, para que de esa forma pueda, si es necesario, establecer a tiempo las acciones
correctoras que considere mas adecuadas. Esto es, si, por ejemplo, en la vinificacion de
una uva blanca tras evaluar los pardmetros habituales de control en maduracion se
decide adelantar la fecha de vendimia a un punto donde la concentracion de catequinas
es considerablemente mayor, se podria plantear la realizacién de operaciones como la
hiperoxidacién del mosto o bien la aplicacion de dosis mayores de diéxido de azufre,
que permitan controlar el desarrollo de oxidaciones en el mosto.

En definitiva, no se pretende aqui anadir otro pardmetro a controlar para decidir la
fecha de vendimia, sino incrementar la informacion disponible para el enélogo a la hora
de la planificacion de las tareas a realizar durante el proceso de vinificacion.

Las extracciones se realizan de la siguiente forma: se empled como disolvente el
MeOH, a 60°C, durante 15 minutos y con una cantidad de muestra de 3 pepitas enteras
(entre 0,10-0,15 g).

Los extractos se analizan con el método de CLAE optimizado en el apartado
anterior y los resultados obtenidos son los presentados en las tablas 3 y 4.
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odia 49dia 42dia dia 8dia dia 4dia dia end echa vend
TRM 2,01 1,72 0,51 0,12 0,17 01-ago
PNN 0,70 n.d. 0,41 0,32 01-ago
CHA 4,20 0,00 1,45 0,63 0,86 06-ago
SBL 1,23 0,95 0,65 0,60 0,42 13-ago
SYR 3,50 1,84 1,49 1,28 1,04 0,83 1,11 23-ago
TMP 2,01 1,72 0,51 0,12 0,17 27-ago
PNR 0,10 0,11 0,06 0,04 0,01 0,01 0,01 0,01 28-ago
PNO 1,19 0,94 0,28 0,33 0,71 0,41 0,25 28-ago
MGP 6,15 1,41 1,40 1,16 0,93 0,00 1,28 0,26 29-ago
MAL 2,32 6,99 6,18 2,25 1,04 0,78 0,62 0,68 29-ago
CBS 6,78 3,78 3,23 1,58 1,32 1,41 1,75 03-sep
ViU 2,69 2,54 0,51 0,31 0,36 0,18 0,21 03-sep
viJ 3,32 1,93 0,56 0,57 0,44 0,15 0,20 04-sep
GRR 2,94 n.d. 1,73 2,11 0,72 0,40 0,42 0,30 04-sep
TTR 0,29 0,66 5,14 7,00 0,44 0,61 05-sep
GRA 3,34 2,02 2,00 1,15 0,39 0,49 0,12 05-sep

Tabla 3 Concentracion de catequina (mg/g) en pepitas muestreadas a lo largo de la maduracion.

TRM | | 3,61 2,70 1,01 0,55 0,56 01-ago
PNN 1,41 0,01 0,77 0,67 01-ago
CHA 10,49 | 0,01 338 | 1,61 2,32 06-ago
SBL 5,03 2,22 250 | 1,66 1,63 13-ago
SYR 6,56 4,92 6,68 511 2,87 2,46 3,36 23-ago
T™P 3,61 2,70 1,01 0,55 0,56 27-ago
PNR 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,02 | 0,02 0,02 28-ago
PNO 117 1,08 0,48 0,51 0,93 | 0,60 0,48 28-ago
MGP 8,06 3,23 2,51 1,93 1,79 0,00 | 2,00 0,63 29-ago
MAL 1,05 5,49 5,18 2,82 1,60 110 | 1,02 1,22 29-ago
CBS 4,95 4,72 5,15 2,78 2,20 1,91 3,64 03-sep
ViU 2,73 2,52 1,26 0,74 059 | 052 0,62 03-sep
Vi 2,63 2,04 1,78 1,69 142 | 0,44 0,34 04-sep
GRR | 5,15 0,01 3,45 424 1,96 1,62 125 | 0,71 04-sep
TTR 1,64 1,34 4,45 6,06 0,95 1,18 05-sep
GRA 3,97 4,98 5,60 2,92 1,67 1,99 0,12 05-sep

Tabla 4 Concentracién de epicatequina (mg/g) en pepitas muestreadas a lo largo de la maduracion.

n.d.: no detectado. Las celdas en amarillo se refieren a muestras no disponibles.
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Sobre estas condiciones de extraccidon concretas hay que indicar que no se han
optimizado, sino que han sido adaptadas a partir de los estudios realizados en el grupo
de investigacion sobre compuestos de estructuras similares y sobre otro tipo de semillas.
Como se ha comentado no se pretende una extraccion cuantitativa de las catequinas de
las pepitas, sino determinar la evolucion de la concentracion relativa de las mismas en
las partes mas externas de las pepitas.

El tipo de evolucion que muestran las variedades analizadas, en todos los casos, es
que a partir de un cierto grado de maduracion (entre 21 y 28 dias antes de la fecha de
vendimia) se produce una disminucion apreciable de los contenidos de catequina y
epicatequina en las pepitas.

Con el fin de determinar si hay diferencias apreciables en los tipos de
comportamiento de las distintas variedades, se realiza un analisis de agrupaciones donde
se emplean como variables las evoluciones de catequina y epicatequina. El resultado
queda recogido en las figuras 15 a) y b).

En estos dendogramas se puede ver como hay un gran grupo relativamente
diferenciado del resto de variedades particulares que presentan un comportamiento

distinto, concretamente estas variedades son TTR, TMP, GRA, V1J y MGP.
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Figura 15 Dendogramas representando los agrupamientos en funcién de la evolucion de
catequina (a) y epicatequina (b).

Si se representan los valores medios del grupo formado por SYR, CBS, SBL,
PNN, PNO, CHA, TRM, VIU, MAL, GRR y PNR frente a los valores individuales de
las otras variedades podemos ver que la diferenciacion es clara:

7,00+
6,00+
W -56dias
5 5,00 W -49dias
° B -42dias
£ 400 i
s W -35dias
£ @ -28dias
& 3,007 .
2 O -21dias
8 2,00 O -14dias
O -7dias
1,001 O vendimia
0,00-

T™MP MGP

Figura 16 Evolucion de catequina en las variedades con el mismo (grupo) y distinto
comportamiento.

183



Extraccion de muestras solidas: EFP, EAU

9,00+
8,00+
7,00+

W -56dias
W -49dias
6,001 B -42dias
5,00+ W -35dias
4,001 @ -28dias
0O -21dias
3,007 O -14dias
2,00 ] ] O -7dias
1,001 O vendimia

epicatequina (mg/g)

0,00-
T™P MGP Vi TR GRA grupo

Figura 17 Evolucion de epicatequina en las variedades con el mismo (grupo) y distinto
comportamiento.

Se puede describir la evolucion mas general de los valores de catequina y de
epicatequina como un ligero incremento hasta unos 45 dias antes de la vendimia y
posteriormente un descenso acusado hasta unos 20 dias antes de vendimia, donde se
produce una estabilizacion de los valores en niveles que rondan los 0,8 mg/g para
catequina y los 1,2 mg/g para epicatequina.

En el caso de la variedad TMP (Tempranillo), los valores tanto de catequina como
de epicatequina presentan una disminucion continuada durante la maduracion y la
estabilizacion final se produce en unos niveles inferiores a la media de los valores de las
variedades agrupadas. El no registrar el incremento en los primeros muestreos puede
deberse a que se produjera con anterioridad al comienzo del muestreo.

La diferencia entre la variedad MGP (Moscatel Grano Pequefio) y la media de las
otras variedades se encuentra tanto al principio como al final de la maduracion y asi los
niveles de catequina y epicatequina son alrededor del 100% superiores a la media en el
primer punto de muestreo y del 50% en la fecha de vendimia. Ademas la evolucion es
un continuo descenso sin que se haya registrado el incremento encontrado al principio
de la maduracion para otras variedades.

De la misma manera la variedad VIJ (Vijiriega) tampoco muestra el incremento
de valores registrado en las otras variedades, en cambio presenta unos niveles de
catequina y epicatequina menores durante toda la maduracion, ademas de un descenso
continuado que se acentua al final en la semana cercana a la vendimia.
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La variedad TTR (Tintilla de Rota) es la que presenta un comportamiento mas
diferenciado de las demads, puesto que presenta un incremento tanto para catequina
como para epicatequina hasta una fecha mas proxima a la vendimia que el resto de
variedades. Tras alcanzar un maximo a 33 dias de la vendimia luego registra una
disminucioén de ambos pardmetros de forma répida.

La variedad GRA (Graciano) es la unica que presenta un comportamiento
diferenciado para los dos parametros. Mientras que la epicatequina registra una
evolucion similar a la media de las variedades, el comportamiento encontrado para la
catequina es totalmente distinto, con una disminucion continuada desde el comienzo del
seguimiento. Es esta diferenciacion entre el comportamiento de catequina y
epicatequina lo que hace que esta variedad se diferencia con respecto a las demas.

Tras la caracterizacion de la evolucion de ambos pardmetros se ha intentado
encontrar alguna correlacion entre los niveles de los parametros analizados y los niveles
de los parametros determinados de forma rutinaria durante la maduracion, estos han
sido concretamente en este caso: grado Baumé, acidez total, pH, acido tartarico, peso
medio de baya y residuo seco (véase anexo II). A fin de poder determinar si la
correlacion es posible, se realizd un andlisis de conglomerados de variables entre los
citados parametros de rutina y los valores encontrados para catequina y epicatequina,
tras realizar la estandarizacion de los mismos, para evitar de esta manera la influencia
de las distintas formas de expresion y unidades.

En el andlisis por minimos cuadrados parciales no se obtuvieron resultados
positivos, siendo 0,56 el valor mas alto de correlacion entre los valores de catequina y
epicatequina y los valores de las variables de rutina. Este valor se alcanz6 empleando
unicamente aquellas variedades que presentan un comportamiento similar en cuanto a
evolucion de las catequinas, resultando valores inferiores cuando se emplean todas las
variedades analizadas en el seguimiento de maduracion. Por ello, no es posible estimar
los valores de las catequinas disponibles en las variedades analizadas a partir de los
datos de los parametros de rutina.
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111.2.4 Influencia de la liofilizacion en la extractabilidad de catequinas

La disponibilidad de muestras de uva en los seguimientos de maduracion se
concentra en una época concreta del afio (Julio-Septiembre), acumulandose un nimero
considerable de muestras, siendo necesario el almacenamiento y acondicionamiento
(desecado) de las muestras para disponer de ellas en el desarrollo del método de
analisis.

Existen varias técnicas de desecacion posibles: quimica, térmica y la
liofilizacion. La desecacion quimica implica el empleo de agentes quimicos, tales como
el sulfato sodico anhidro, pero puede implicar la introduccion de contaminantes y
supone una mayor manipulacion de la muestra. La desecacion térmica, aunque es el
método mas simple, puede producir pérdidas por evaporacion o descomposicion. La
liofilizacidon es una alternativa interesante porque no introduce contaminantes y las
posibilidades de degradacion son reducidas debido a las bajas temperaturas de
operacion.

Por este motivo se recurri6 al proceso de liofilizacion y congelacion como medio
de conservacion. La liofilizacion produce, al eliminar el agua, una concentracion de los
analitos de interés, pero justamente el hecho de secar la muestra podria afectar al
proceso de extraccion, por lo que se creyd conveniente evaluar si la liofilizacion
condiciona o no los resultados del proceso de extraccion.

Se ha estudiado la influencia de la liofilizacion en la extraccion de diversos
compuestos a partir de distintas matrices sélidas, asi, se ha comparado el empleo de las
microondas frente a la liofilizacion en la extraccion, a partir de material vegetal, de
aziicares, 4cidos organicos y aminoacidos'’; Inakuma y col.'* evaluan el efecto que la
liofilizacion tiene en la extraccion de licopeno (carotenoide) de la piel de tomate,
mediante diéxido de carbono supercritico. También se ha estudiado como influyen
distintos métodos de preparacion de muestras, entre los que se incluye la liofilizacion,
en el anélisis de compuestos fenolicos en hojas de abedul."

A la vista de la bibliografia consultada puede deducirse que la posible influencia
que la liofilizaciéon tenga sobre la extraccion de los analitos de interés dependerd, tanto
del tipo de muestra a liofilizar, como del analito en cuestion, siendo necesario, por tanto,
evaluar en cada caso el efecto que esta etapa puede tener en el andlisis.
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Para determinar la influencia de este proceso en la extractabilidad de catequinas se
realizan extracciones en un bafio de ultrasonidos a 60°C (EAU). La duracion de la
extraccion es de 10 minutos y el disolvente empleado es MeOH. A su vez estas
extracciones se comparan con las recuperaciones conseguidas cuando se realizan
extracciones a la misma temperatura con ayuda de un agitador magnético (EA), de esta
forma podemos comprobar si la influencia de la liofilizacion depende del tipo de
extraccion a realizar. Todas las extracciones se realizan por duplicado.

Puesto que lo que se pretende es estudiar la influencia que la liofilizacion tiene en
la extraccion de los analitos, se realizan extracciones de las muestras (pepitas de uva)
antes y después de su liofilizacion (la cual conlleva una pérdida de peso media del
11,6%).

En el andlisis de pepitas de uva (figura 18) los mejores resultados para ambas
catequinas se consiguen con el empleo de los ultrasonidos como técnica de extraccion y
se comprueba que la liofilizacion de las mismas favorece la extraccion en ambos casos,
destacando especialmente las recuperaciones obtenidas cuando se realiza la extraccion
con ultrasonidos de las pepitas liofilizadas.

pepitas de uva

14300+
13300+ —

12300+ EA-no liofil.
11300+ |

10300 | EAdiofil
9300+ I EAU-no liofil.
8300 ] EAU-liofil.
7300+ |
6300 ¢ |
53004 —— I | ]
4300

mg/kg

catequina epicatequina

Figura 18 Recuperaciones de catequina y epicatequina obtenidas mediante EAU y EA, a
partir de muestras de pepitas de uva, liofilizadas y sin liofilizar.
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Podemos concluir que, independientemente de la técnica de extraccion empleada,
puede evidenciarse que la liofilizacidén previa de las pepitas permite conseguir mayores
recuperaciones.

El motivo puede encontrarse en una mayor accesibilidad del disolvente hacia los
compuestos a extraer. En cualquier caso, se ha comprobado que la liofilizacion permite,
ademds de la conservacion de las muestras, incrementar las recuperaciones de los
compuestos de interés antes que producir degradaciones o pérdidas de analitos.
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III.3 EXTRACCION CON FLUIDOS PRESURIZADOS ACOPLADA CON
EXTRACCION EN FASE SOLIDA (EFP-EFS)

En este apartado se procederd al desarrollo de un método de extraccion basado en
el acoplamiento de una EFP con una EFS con vistas a la obtenciéon de un método
selectivo para la determinacion de distintos compuestos en uvas.

Para ello se ensayaran distintos disolventes, y condiciones de presion y
temperatura, optimizando el método en funcién del compuesto a analizar (compuestos
fenodlicos en general, o frans-resveratrol en particular). Asimismo, se pondra de
manifiesto la utilidad de esta técnica en el seguimiento de la maduracion de uvas.

111.3.1 Introduccion

Con el fin de obtener extractos mdas limpios y para conseguir analisis
cromatograficos con menos interferencias se plante6 la posibilidad de acoplar una fase
semi-solida dentro de la camara de extraccion de la EFP, con idea de intentar obtener
una mejor separacion de los analitos del resto de componentes de la muestra solida a
analizar (uvas), especialmente de los azucares. En el caso de hollejos y pepitas de orujos
esta separacion no es necesaria debido a la baja concentracion de azicares en las
mismas.

Mediante el uso de la EFS, tras una primera EFP, se puede conseguir un mayor
grado de selectividad. Se han desarrollado varios métodos de extraccion de EFP seguida
de una EFS. Sin embargo, la mayoria de ellos llevan a cabo la EFS fuera de la cdmara
de extraccion.'®!” Unicamente Miiller y col. realizan una etapa de limpieza de aceites,
en linea, dentro de la camara de extraccion durante la EFP.'

Para la determinacion de compuestos fendlicos en uvas, vinos y otras bebidas, se
han estudiado distintas fases sdlidas para la EFS. Los polimeros de estireno-
divinilbenceno producen buenos resultados, especialmente si se compara con las fases
solidas basadas en octadecilsilice (C;g), que conducen a pobres resultados para aquellos
compuestos fendlicos mas polares.
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Asi pues, el principal objetivo de esta investigacion es el desarrollo de un método
de EFP (puesto que ya se ha comprobado la estabilidad de estos compuestos en la
extraccion a altas temperaturas)' con una etapa de limpieza en linea (EFS), que permita
obtener extractos con compuestos fenolicos, pero minimizando la presencia de azucares
en los mismos.

1I1.3.2 Desarrollo del método para la determinacion de compuestos fenolicos 19

La camara de extraccion se prepara, con la fase solida estudiada en cada caso
(LiChrolut EN o PPL) tal se indica en el apartado 11.5.4

Antes de llevar a cabo la extraccion se debe pasar metanol a través de la fase
solida para activarla, para ello se aplica un método de 3 ciclos de 1 minuto a 40°C y a 40
atmosferas (minima presion y temperatura admitidas por el equipo).

En primer lugar se determinan las recuperaciones de compuestos utilizando el
sistema con la fase solida. Las pruebas se desarrollan empleando una disolucion que
contiene acidos benzoicos, acidos cindmicos, aldehidos y cumarinas. Primero se utilizd
un relleno basado en poliestireno-divinilbenceno (LiChrolut EN), puesto que se
encuentran descritos en la bibliografia métodos de EFS empleando este adsorbente con
buenos resultados sobre compuestos fenolicos.”’ Esta fase solida presenta interesantes
ventajas, concretamente y de forma especialmente interesante, la pérdida de compuestos
polares es pequefia en comparacion con otras fases soélidas como el Cis, cladsicamente
utilizada en la EFS para la determinacién de polifenoles en vinos y otras bebidas.

Para disefiar un método de extraccion con una alta selectividad para compuestos
fendlicos es necesario determinar el disolvente adecuado para llevar a cabo la
extraccion, para ello se realizaron extracciones con varios disolventes que cubren un
amplio intervalo de polaridades (tabla 5).
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Disolventes Acetato etilo ‘ Agua Etanol Eter etilico Metanol
Cte. dieléctrica | 6,02 (25°C) 78,54 (25°C) 24,3 (25°C) | 4,34 (20°C) 32,63 (25°C)
Pto. ebullicion 77,1°C 100 °C 78,54°C 34,6°C 64,51°C

Tabla 5 Constantes dieléctricas y puntos de ebullicion de los disolventes considerados

El metanol ha mostrado capacidad para la extraccion de compuestos a partir de
matrices similares, sin embargo se ensayaron ademas los otros disolventes puesto que
son habitualmente utilizados para la extraccion de polifenoles por maceracion, siendo
¢éstos suficientemente solubles en los mismos. El agua se ensay6 con idea de probar un
disolvente capaz de extraer compuestos polares de la matriz pero con un bajo poder
elutropico del relleno solido empleado.

Para cada extraccion se afiadia 1 ml de la mezcla de patrones, sobre la arena
situada por encima de la fase solida, dentro de la cdmara de extraccion. Para cada
disolvente se ensayaron distintas condiciones de extraccion, por duplicado, usandose 3
ciclos de 10 minutos a 40 y a 100°C, y con 40 y con 150 atmoésferas (para comparar
distintas combinaciones de extraccion con una temperatura y una presion bajas, y con
temperatura y presion altas) dado que hay que tener en cuenta que los cambios de
presion, y sobre todo de temperatura, afectan a las polaridades de los disolventes, y, por
ello, a sus capacidades elutropicas. Ademds no se disponia de datos sobre el
comportamiento de la fase s6lida en condiciones de alta presion y/o temperatura. A los
extractos obtenidos se les anadia el patron interno y se filtraban inyectandose en el
cromatografo, excepto en el caso del acetato de etilo y el éter dietilico, que se
concentraban hasta sequedad bajo una corriente de N (tras afiadir el patron interno), y
se recogian con unos 20 mL de metanol (volumen aproximado de los restantes
extractos), antes de filtrar.

Se obtuvieron de esta forma las recuperaciones medias representadas en la figura
19, cuando se realizaron las extracciones a 40°C y 40 atmoésferas de presion.
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40°C, 40 atm.
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Figura 19 Representacion de las recuperaciones obtenidas con los distintos disolventes a 40°C

y 40 atmosferas de presion

Estas son las condiciones mdas suaves de extraccion y como puede observarse el
agua muestra bajas recuperaciones de la fase sélida usando estas condiciones. Solo se
detecta el acido galico en los extractos de agua. Este comportamiento es 1dgico puesto
que este compuesto es el mas polar de los compuestos estudiados en este caso y
practicamente el polifenol mas polar presente en las muestras reales.

El empleo de etanol como fluido extractante conduce a recuperaciones superiores
al 90% para todos los compuestos, excepto para el veratraldehido, donde la
recuperacion esta en torno al 70%.

El metanol produce recuperaciones medias cuantitativas de todos los compuestos
considerados, asi el porcentaje minimo de recuperacion obtenido es del 93% en el caso
del veratraldehido.

Con el acetato de etilo se obtienen distintas recuperaciones medias para los

distintos compuestos fendlicos, abarcando, desde una recuperacion minima del 54%
para el caso de la esculetina, hasta una méaxima de un 118% para el veratraldehido.

192



Resultados v discusion

En cuanto al éter etilico, se obtienen recuperaciones similares a las conseguidas
con el acetato de etilo y con similar tendencia en cuanto al tipo de compuesto fendlico
extraido, aunque en general son de mayor magnitud (recuperacion media del 90%) que
las anteriores, presentando, desde un 76% de recuperacion para el acido gélico, a un
103% para el acido ferulico.

Por todo ello podemos deducir que es factible el empleo de etanol, metanol e

incluso de éter etilico para la recuperacion de compuestos fendlicos retenidos en la fase
estacionaria de poliestireno-divinilbenceno a 40°C y 40 atmosferas.
Se ha descrito en la bibliografia*** que la presion tiene una baja influencia en el
poder extractante de los liquidos en la EFP. Sin embargo, como ésta es la primera
ocasion en que se acoplan la EFP y la EFS es muy interesante determinar si la presion
puede afectar a la retencion de los distintos compuestos en la fase solida.

A continuacidn se muestran los resultados obtenidos al emplear 150 atmoésferas en
la extraccion a 40°C.

40°C, 150 atm.
120+

c 100 @ ac.galico

:g 80 W ac.pOHbenz

g N O esculetina

g 601 il

5 O ac.ferulico

§ 40+ B escopol.

X o0 O ac.sinapico
W veratrald.

0l
AGUA ETANOL ETERETIL. ACET. ETIL. METANOL
disolvente

Figura 20 Representacion de las recuperaciones con los distintos disolventes a 40°C y 150
atmosferas de presion
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En este caso se comprueba que su influencia es realmente alta, asi puede verse que
las recuperaciones, en general, son menores para todos los fluidos extractantes cuando
se emplean 150 atmosferas en lugar de 40 atmoésferas a la misma temperatura (figura
20)

El agua sigue logrando bajas recuperaciones: unicamente en el caso del acido
galico se supera el 25% del mismo, siendo, para el resto de los compuestos, inferiores al
5%.

El mayor poder extractante se consigue con el acetato de etilo, este disolvente es
el unico de los ensayados que mantiene un poder extractante similar al alcanzado en el
experimento anterior. Presenta una media de un 99% de recuperacion y tan so6lo para el
acido galico (con un 80%) y el acido p-hidroxibenzoico (con un 89%) presentan
recuperaciones por debajo del 90%.

El resto de los disolventes empleados consiguen, en general, recuperaciones
medias inferiores a las conseguidas cuando la presion utilizada, en la extraccion a la
misma temperatura, es inferior. Asi el éter etilico presenta una recuperacion media del
57%, y el etanol de un 70%. En los dos casos anteriores, y en el caso del metanol, hay
compuestos cuyas recuperaciones no superan el 50%.

Por tanto, el incremento de la presion no mejora las recuperaciones con respecto a
las extracciones realizadas a 40°C y 40 atmosferas, tan solo el acetato de etilo presenta
unos resultados mejores cuando la presion es de 150 atmosferas. En este caso pensamos
que el menor rendimiento de la extraccion puede estar relacionado con el desarrollo de
caminos preferenciales en el seno de la fase solida y por tanto, con una insuficiente
elucion de los polifenoles desde dicha fase. Para explicar esto hay que considerar que
cuanto mayor es la presion de trabajo, mas brusca es la despresurizacion de la cdmara de
extraccion, puesto que en el equipo empleado se realiza ésta de forma instantanea desde
la presion de trabajo, sea cual sea, hasta presion atmosférica. Y es durante esta
despresurizacion cuando se supone que se forman los canales preferenciales.

A continuacion se evalud el comportamiento del sistema a alta temperatura.
Los resultados obtenidos empleando como condiciones de trabajo 100°C y 40 atm

se presentan en la figura 21.
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Figura 21 Representacion de las recuperaciones con los distintos disolventes a 100°C y 40

atmosferas de presion

Como puede observarse una mayor temperatura produce cambios en el poder
elutropico de los disolventes estudiados. Al aumentar la temperatura se deberia producir
un incremento de la recuperacion desde la fase estacionaria, ya que el incremento de
temperatura debe de facilitar la rotura de las uniones entre dicha fase estacionaria y los
compuestos retenidos. No es este el caso, al ser la arena un soporte inerte.

Por otro lado, los liquidos calentados por encima de su punto de ebullicion
presentan propiedades elutropicas distintas a las mostradas a temperaturas inferiores,
puesto que, entre otras propiedades, se modifica su polaridad. Hay que tener en cuenta
que las altas temperaturas afectan a la constante dieléctrica de los disolventes,
modificando su capacidad de elucion de distintos compuestos, de forma que a elevadas
temperaturas puede disminuir la constante dieléctrica y por tanto aumentar el poder
elutropico del disolvente, especialmente para los compuestos de menor polaridad.

El agua nuevamente presenta una recuperacion alta para el acido galico, sin
embargo no se detectan mds compuestos fendlicos en las extracciones realizadas con
este disolvente.
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Los otros fluidos extractantes producen, en general, menores recuperaciones para
el acido galico y p-hidroxibenzoico que en las condiciones previamente ensayadas (a
40°C), aunque se consiguen mejores recuperaciones para otros compuestos, tal como
ocurre con el acido fertlico y el sindpico (excepto en el caso del éter etilico).

Con metanol se consiguen las mejores recuperaciones, con una media del 101%,
de los compuestos de interés (>90% en todos los compuestos, excepto para el acido
galico) y es el disolvente que presenta un comportamiento mas uniforme. El etanol, en
cambio, tan s6lo permite la recuperacion cuantitativa para la esculetina, acido sinapico y
veratraldehido, estando las demas recuperaciones por debajo del 90%.

En el caso del éter etilico, para la mayoria de los compuestos presenta unas
recuperaciones bajas, oscilando entre el 46% del &cido sindpico, y el 90% del
veratraldehido, y con una media del 63%.

Por ultimo el acetato de etilo, con un 91% de media, presenta menores
recuperaciones para el acido gélico y la esculetina. Podemos concluir que solo el
metanol y, para varios compuestos, el acetato de etilo, resultan eficientes en estas
condiciones de extraccion.

Los resultados obtenidos trabajando a 100°C y 150 atmoésferas se presentan en la
figura 22. Con estas condiciones de extraccion, el acetato de etilo y el metanol producen
recuperaciones medias cuantitativas (>90%) de todos los compuestos estudiados con la
excepcion del acido galico.

El acetato de etilo muestra un comportamiento extractante muy similar al que
presenta cuando se emplean como condiciones de extraccion 40°C y 150 atmdsferas, a
diferencia de lo que ocurre en el caso de que se emplee metanol como fluido
extractante, ya que, este Ultimo extrae mayores cantidades de los compuestos fendlicos
en estudio cuando se incrementa la temperatura (llegando a duplicarse la recuperacion
del acido ferulico y a cuadruplicarse la del veratraldehido).

En el caso del etanol la recuperacion media fue del 81%, estando sélo el acido

galico por debajo del 50%, y los restantes compuestos ensayados cercanos o por encima
del 80%.
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Figura 22 Representacion de las recuperaciones con los distintos disolventes a 100°C y 150

atmosferas de presion

El éter etilico volvid a mostrar un comportamiento no satisfactorio con tan sélo un
49% de recuperacion media.

El agua extrae Unicamente tres compuestos bajo estas condiciones, acido
galico, acido p-hidroxibenzoico y esculetina, sin embargo, s6lo el acido galico tiene una
recuperacion significativa, del orden del 35%.

Para poder optimizar las condiciones de extraccion cuando se acopla una fase
solida a la EFP, es necesario estudiar la influencia de la temperatura y la presion en las
recuperaciones de los compuestos fendlicos estudiados. Se puede pensar que un
incremento de la temperatura debe facilitar la recuperacion de los compuestos tanto
desde la muestras como desde la fase solida. Por el contrario un incremento de la
presion de trabajo, puede producir la aparicion de caminos preferenciales en la fase
solida en el momento de la despresurizacion y por tanto una elucion poco efectiva de los
compuestos retenidos.
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Por ello, y con los datos mostrados anteriormente, se ha evaluado la influencia de
ambos parametros de forma independiente.

m Influencia de la temperatura: a continuacion se presentan las recuperaciones
medias de los compuestos estudiados empleando distintas temperaturas para una misma

presion de trabajo:

40 atm
100.0 4
o40°C
0 100°C
50.0
0.0 . . .
agua etanol eter etlico  acetato etilo metanol

Figura 23 Comparacién de las recuperaciones medias con los distintos disolventes a 40 y

100°C con 40 atm. de presion

150 atm
100.0 4
o40°C
o 100°C
50.0
0.0
agua etanol eter dietlico  acetato etilo metanol

Figura 24 Comparacion de las recuperaciones medias a 40 y 100°C con 150 atm. de presién
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Como ya se ha comentado en la introduccion, la temperatura es la variable con
mayor influencia en los procesos de EFP cuando se trabaja con muestras reales. El
efecto de liberacion de enlaces entre los analitos y la matriz que producen las altas
temperaturas es crucial. Sin embargo en el caso de las extracciones aqui presentadas, los
compuestos se extraen a partir de un soporte inerte y, por tanto, el efecto de la
temperatura, si lo hubiera, deberia ser otro. Concretamente hay que suponer que el
efecto sobre la constante dieléctrica del disolvente puede afectar a la solubilizacion de
los compuestos en el mismo.

Podemos comprobar que el efecto de la temperatura a presion constante no estd
muy claro (no existe una tendencia clara, en algunos disolventes aumenta y en otros
disminuye, aunque siempre de forma moderada), asi en el caso del metanol, al aumentar
la temperatura, aumenta la recuperacion cuando trabajamos a 150 atmosferas de
presion; sin embargo, si se utilizan 40 atmosferas, la temperatura apenas influye en la
recuperacion, es posible que en este caso el motivo sea que se produce una total
recuperacion en ambos casos.

En el caso del éter etilico ocurre el efecto contrario, de forma que la recuperacion
es mayor cuanto menor es la temperatura utilizada cuando se emplean 40 atmoésferas de
presion, y apenas influye cuando la presion usada es de 150 atmosferas. Esto es
probablemente debido a que es el Gnico disolvente de los ensayados que a 40°C ya se
encuentra en estado gaseoso fuera de la cdmara de extraccion.

m Efecto de la presion: a continuacion se presentan las recuperaciones medias de
los compuestos estudiados empleando distintas presiones con la misma temperatura:

40 °C

100.0 -

040 atm
0O 150 atm
50.0
0.0 . .

agua etanol eter dietilico acetato etilo metanol

Figura 25 Comparacion de las recuperaciones medias a 40°C con 40 y 150 atm. de presion
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En aquellas extracciones llevadas a cabo a baja temperatura, cuanto menor es la
presion, mayor es la recuperacion para la mayoria de los disolventes ensayados, excepto
para el caso del acetato de etilo, que muestra el comportamiento contrario. En el caso
del metanol, por ejemplo, si se comparan los resultados obtenidos a 40°C, se comprueba
que se obtuvieron menores recuperaciones cuanto mayor es la presion, pasando de una
recuperacion media del 105% a 40 atmosferas, a una del 65% a 150 atmosferas.

100 °C

100.0 -

040 atm
O 150 atm
50.0 A |—[_‘
0.0

agua etanol eter dietiico acetato etilo metanol

Figura 26 Comparacion de las recuperaciones medias a 100°C con 40 y 150 atm. de presion

Cuando se usan altas temperaturas, la presion muestra una influencia pequefia en
las recuperaciones, asi en el caso del etanol las recuperaciones medias pasan de un 88%
a un 81%, las del éter etilico de un 63% a un 49% o las de metanol de un 100,6% a un
93,2%.

Una vez que se ha estudiado el poder extractante de cinco disolventes distintos, y
la influencia de la temperatura y de la presion en la capacidad de recuperacion de
distintos compuestos fenolicos cuando la EFP se acopla con una fase sélida, podriamos
seleccionar, a la vista de los resultados, como mejores alternativas para la extraccion de
compuestos fendlicos en muestras reales (uvas), el empleo de agua y metanol
sucesivamente.

Con el agua se ha comprobado que apenas existen recuperaciones de los
compuestos fendlicos (excepto del acido gélico, lo cual es debido a su polaridad), por
lo que podriamos extraer en primer lugar con agua, para eliminar los compuestos mas
polares presentes en la matriz de la muestra sélida, tales como azlcares, lo que nos
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permitiria obtener el extracto posterior de los compuestos de interés. Tras la extraccion
con agua se emplearia el metanol. Como ya se ha visto, con este disolvente se consiguen
recuperaciones cuantitativas de todos los compuestos fendlicos estudiados retenidos en
la fase solida. El metanol presenta ademds la ventaja de que los extractos se pueden
concentrar facilmente bajo corriente de N, a temperatura ambiente (método de
concentracion mas adecuado para los compuestos de este tipo). De esta forma se pueden
disminuir los limites de deteccion y de cuantificacion del método de analisis.

Con esta propuesta, en principio, entre los compuestos ensayados el Unico
problema lo va a presentar el acido galico, que se pierde parcialmente durante la
extraccion con agua, por ello, y ante la imposibilidad de la retencion de la totalidad de
este compuesto en la fase solida ensayada, se ensayd una nueva fase solida, también del
tipo estireno-divinilbenceno, denominada comercialmente PPL (Bond Elut PPL, Varian,
California).

Se ensayaron las condiciones en las que la EFS no presentaba buenos resultados,
concretamente utilizando agua como disolvente (puesto que lo que nos interesa es
reducir las pérdidas de los compuestos fenolicos mas polares) a 40 y a 100°C, y con 40
atmosferas de presion.

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

% RECUPERACION CON FASE SOLIDA PPL

Compuesto 40°C, 40 atm 100°C, 40 atm
Ac. Galico (1) 88,3 77,2
p-OHbenzoico (2) 17,7 50,7
Esculetina  (3) 4,3 7,6
Ac. Fertlico (4) 0,0 0,0
Escopoletina  (5) 6,3 6,3
Ac. Sinapico (6) 6,2 6,0
Veratraldehido (7) 0,0 0,0

Tabla 6 Porcentajes de recuperacion de los compuestos de referencia usando como fase solida la
PPL con distintas condiciones de extraccion
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A continuacién se comparan las recuperaciones conseguidas con la fase solida
PPL, y con la LiChrolut EN, en las mismas condiciones de presion y temperatura
usando agua como fluido extractante:

Recuperaciéon en agua PPL vs. EN
a 40°C

o PPL
mEN

% recuperacion

3
B SNV SN S SS

compuesto

Figura 27 Comparacién de la recuperacion en agua con PPL o EN a 40°C

Recuperacion en agua PPL vs. EN

401

a 100°C

120+
= 1001
0
O 80+
g oPPL
g 60y BEN
3]
e
xR

20

compuesto

Figura 28 Comparacion de la recuperacion en agua con PPL o EN a 100°C
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Asi pues se comprobdo que el Bond Elut PPL, ademas de permitir la
recuperacion/pérdida del acido galico, conduce a la recuperacion, aunque en pequenios
porcentajes, de otros compuestos estudiados, por lo que no presentaba ventaja alguna
frente al LiChrolut EN.

Como conclusiones de este apartado cabe destacar:

e Elacoplamiento EFP-EFS es posible y permite la recuperacion cuantitativa
de todos los polifenoles ensayados salvo del acido gélico.

e Con el sistema acoplado EFP-EFS la presion pasa a tener un papel
importante en el sistema de EFP. Esto que puede en ocasiones ser un
inconveniente, al tener que ajustar otro pardmetro experimental, se puede
usar para incrementar la selectividad de los métodos de extraccion, que es
uno de los grandes retos de la EFP.

111.3.3 Diseno del método EFP-EFS

Con todo lo visto hasta el momento, y teniendo como objetivo el disefio de un
método acoplado de EFP-EFS que permita, en una primera etapa, la limpieza de la
muestra, y en una segunda, la elucion efectiva de los polifenoles, ademds de una
extraccion adicional, se consideran como mejores condiciones de trabajo las siguientes:

a) primera etapa: limpieza/extraccion/retencion:

El tnico disolvente que puede satisfacer los requerimientos de extraccion con la
menor pérdida posible de compuestos fenolicos es el agua, puesto que con cualquier
otro, la pérdida de compuestos es sustancialmente mayor.

De entre las condiciones de presion y temperatura evaluadas, las mas adecuadas
son: 40°C y 150 atmosferas.
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b) segunda etapa: extraccidon/elucion:

El mejor disolvente es el metanol y las mejores condiciones 100°C y 40
atmosferas. Si comparamos las recuperaciones obtenidas con metanol con las distintas
condiciones de extraccion ensayadas, las condiciones que conducirian a las mayores
recuperaciones de todos los compuestos fenolicos estudiados serian de 40°C y 40
atmosferas.

Sin embargo seleccionamos como las Optimas las de 100°C y 40 atmosferas
porque en la EFP cuanto mayor es la temperatura mejor es la extraccion a partir de
muestras solidas y hemos de considerar que lo que pretendemos es desarrollar un
método para la extraccion de los compuestos fendlicos a partir de muestras solidas
(uvas, ..), de forma que aunque las recuperaciones de escopoletina y géalico son algo
menores que a 40°C, con los 100°C la extraccion sobre muestras reales se vera mas
favorecida y ademas se ha comprobado que en esas condiciones las recuperaciones de
todos los compuestos son superiores al 90%, salvo para el caso ya comentado del acido
galico.

Asi pues para el andlisis de compuestos fenolicos en muestras solidas (uvas)
mediante EFP-EFS, el método consta de dos etapas y se desarrollaria de la siguiente
forma:

- Primera etapa: proceso extraccion/retencion
Los compuestos fenolicos son extraidos de la muestra y retenidos en la fase
solida. Los compuestos mas polares atraviesan la fase soélida con el liquido

extractante, mientras que los compuestos menos polares quedan retenidos en ella.
Como liquido extractante se utiliza agua.
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- Segunda etapa: proceso extraccion/lavado

Se extraen compuestos adicionales de la muestra. Simultineamente todos los
compuestos fenolicos retenidos en la fase sélida son liberados por el liquido
extractante, en esta etapa metanol, recogiéndose sobre el vial de recoleccion.

De esta forma los compuestos fendlicos estaran en el segundo extracto, mientras
que los compuestos mas polares de la muestra no estardn en ¢€l, sino en el primer
extracto, incluyendo el acido galico. El esquema del proceso se muestra en la siguiente
figura:

2)N; 3) Metanol

1)H20
| ! |
L 1]

Fase sélida Fase sélida Fase solida

arena arena arena

Segundo Extracto
Compuestos
menos polares

Primer Extracto
Compuestos
mas polares

Figura 29 Representacion esquematica del método de extraccién desarrollado
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I11.3.4 Metodologia

Se realizan 2 extracciones consecutivas, primero con agua y después con metanol,
de 3 ciclos de 10 minutos, a 40°C y 150 atmdsferas, y a 100°C y 40 atmosferas
respectivamente, aumentando el tiempo de purga al maximo admitido por el equipo
(300 seg) para conseguir que el relleno quede lo mas seco posible.

Tanto al extracto obtenido con agua como al de metanol se le afiade el patron
interno, se filtran y se analizan por CLAE (apartado 11.3.2.1)

La fase solida, una vez completados los dos ciclos de extraccion, debe lavarse para
poder volver a utilizarse, para ello se define un método de lavado que consiste en 1 ciclo
de extraccion de 5 minutos con metanol, con 300 segundos de purga, para garantizar
que el relleno estd limpio y seco para la siguiente extraccion. Los lavados con metanol
fueron analizados, no detectandose en ellos restos de los compuestos fendlicos.

A continuacidn se presentan los cromatogramas obtenidos de los extractos, acuoso
y metanolico, resultantes de la aplicacion del método desarrollado. Puede comprobarse
que en el extracto acuoso Unicamente aparece el acido galico, apareciendo el resto de
los compuestos fendlicos ensayados en el extracto metandlico.

12 fraccién (acuosa)

750
650
550 -
450 -
350 4
250 -
150

p.i.
50 - 1
A

0 10 20 30 40 50 60

Absorbancia (AUFS)

n
S

Tiempo (min)

Figura 30 Cromatograma a 280 nm del extracto acuoso de la disolucion de patrones
empleada. 1: acido galico, p.i. : patrén interno (2,5-dihidroxibenzaldehido).
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22 fraccion (metandlica)
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Figura 31 Cromatograma a 280 nm del extracto metandlico de la disolucion de patrones
empleada. 1: ac. gilico, 2: ac. p-hidroxibenzoico, p.i.: patréon interno, 4: esculetina, 5: ac.
ferulico, 6: escopoletina, 7: ac. sinapico.

I11.3.5 Caracteristicas del método

Se realizaron cuatro aplicaciones del mismo método en dias distintos y con
referencias diarias para la misma disolucion, y se determind el porcentaje de
recuperacion de cada compuesto estudiado respecto de la referencia, los resultados son
los siguientes:

Compuesto extracc.1 extracc.2 extrace.3 extracc.4

Ac. galico 76,2 61,0 58,6 61,3 64,3 13,1
pOHbenzoico 96,3 99,3 98,7 101,9 99,1 2,2
Esculetina 98,4 93,0 100,6 104,0 99,0 4.4
Ac fertilico 93,5 97,0 96,1 94,8 95,4 1,6
Escopoletina 91,6 92,6 93,4 94,8 93,1 1,4
Ac.sinapico 93,9 93,3 95,8 91,0 93,5 2,2
Veratraldehido 91,7 93,6 933 91,4 92,5 1,2

Tabla 7 Repetibilidad del método: porcentajes de recuperacion y desviacion estindar (n=4).
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Hay que destacar que la repetibilidad del método de extraccidon es muy buena. La
repetibilidad es una propiedad analitica que se ve muy afectada por los procesos de
extraccion dentro de los métodos de andlisis. En este caso permanece en valores
inferiores al 5% de D.E.R. para todos los compuestos ensayados, salvo el 4cido galico.

1I1.3.6 Aplicacion a muestras reales (uvas liofilizadas)

I11.3.6.1 Para la determinacion de compuestos fenolicos

Este método se ha empleado sobre uvas de las variedades Viura (blanca) y
Tempranillo (tinta) para la determinacion de compuestos fendlicos.

La preparacion de muestras de uva se realiza tal como se indica en el apartado
I1.5.2, obteniendo de esa forma uvas liofilizadas y separadas de las pepitas.

La preparacion de la cdmara de extraccion se lleva a cabo segliin el esquema
siguiente:

[ ]

arena Fase

\ solida

L

filtros

\Y

Hay que destacar que el interés de no mezclar la fase solida con la arena o la
muestra reside en que tras cada extraccion y lavado de la misma puede volver a
utilizarse para otras extracciones.

208



Resultados v discusion

A su vez se hacen extracciones similares (mismas condiciones, disolventes y
cantidad de muestra) pero empleando arena como soporte para comparar los resultados
con el acoplamiento de la EFP con una fase sélida.

Tras filtrarlos por un filtro de nylon de 0,45 micras, se analizan en el equipo de
CLAE. Los cromatogramas de los extractos obtenidos por EFP-EFS se comparan con
los obtenidos mediante la EFP en las mismas condiciones y con la misma cantidad de
muestra pero usando arena como soporte de la misma, puede observarse como los
extractos acuosos obtenidos con la EFP presentan varios compuestos, en cambio los
obtenidos con la EFP-EFS apenas presentan senales.

En el caso de los extractos con metanol, con la EFP aparecen pocos compuestos y
con la EFP-EFS ademas de aparecer todos los que aparecen en el extracto acuoso de la
EFP, aparecen en mayor nimero y con sefiales mas intensas.

a) b)

0.10 0.10

0.05 0.05

Absorbancia (280 nm)
Absorbancia (280 nm)

0.00 }U\ . A JMN\ 0.00 L ,_Lf\‘

0 20 40 60 0 20 40 60

tiempo (min) tiempo (min)

Figura 32 Cromatogramas de los extractos acuosos sobre arena (a) y sobre la fase sélida (b) de la variedad
Napoleén.
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Figura 33 Cromatogramas de los extractos metandlicos sobre arena (a) y sobre la fase sélida (b) de la
variedad Napoleén

Como puede comprobarse, gracias al empleo de la fase sélida en la EFP-EFS, los
compuestos de interés aparecen mayoritariamente en los extractos metanolicos, lo que
nos proporciona la ventaja de que dichos extractos pueden concentrarse permitiendo
disminuir los limites de deteccion/cuantificacion.

Utilizando la biblioteca de espectros desarrollada por el grupo de investigacion, se
puede realizar la identificacion de algunos de los compuestos presentes en las uvas, asi
se puede detectar la presencia de los tres esteres cinamicos mayoritarios en las uvas
durante la maduracion: caftarico, trans-cutarico y cis-cutérico, asi como de catequina y
epicatequina.

Asimismo empleando las rectas de calibrado (tabla 8) de los 4cidos cinamicos
correspondientes a dichos ésteres (4cidos cafeico y p-cumarico) y aplicando el
coeficiente de correccion molar, puesto que no hay patrones de los mismos disponibles
comercialmente, se puede cuantificar esos compuestos fendlicos en la uva de partida a
partir del analisis por CLAE de los extractos metanolicos filtrados (tabla 9). Para la
determinacion de catequina y epicatequina se emplea la deteccion por fluorescencia,
puesto se necesita un método de deteccion mas sensible que la espectroscopia UV-Vis
(seleccionandose, tras hacer el barrido de los espectros de ambos patrones, como
longitudes de onda de excitacion 280 nm y de emision a 310 nm).
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También se puede detectar en los cromatogramas de dichas muestras la presencia
de galatos, epigalocatequingalato o epicatequingalato (sin ser posible su identificacion
completa), aunque por debajo de los limites de cuantificacion.
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Figura 34 Cromatograma a 320 nm del extracto metandlico sobre la fase solida de la variedad
Viura. 1: acido caftarico, 2: acido cis-cutarico, 3: acido trans-cutarico, 4: compuesto tipo galato.
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Figura 35 Cromatograma a 320 nm del extracto metanoélico sobre la fase sélida de la variedad
Tempranillo. 1: acido caftarico, 2: acido cis-cutarico, 3: acido trans-cutarico, 4: galato.
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Figura 36 Cromatograma de fluorescencia del extracto metanélico sobre la fase sélida de la
variedad Viura. 1: catequina, 2: epicatequina, 3: trans-resveratrol.

Compuesto ordenada | pendiente | intervalo ppm LD LC

Trans-cutérico 4796,4 235008 0,115-1,15 0,051 | 0,170
Caftarico -9708,4 322515 0,103-1,03 0,037 | 0,125
Cis-cutarico 2497,1 242543 0,115-1,15 0,042 | 0,139
Catequina* -169026 1000000 0,548-5,48 0,183 | 0,609
Epicatequina* -271924 1000000 0,744-7,44 0,207 | 0,689

Tabla 8 Rectas de calibrado empleadas para cuantificar los ésteres ciniAmicos, asi como la
catequina y epicatequina. *: deteccion por fluorescencia.

Compuesto Viura vendimia  Tempranillo vendimia
Trans-cutarico 3,06 mg/kg uva 3.84 mg/kg uva
Caftarico 9,79 mg/kg uva 13,96 mg/kg uva
Cis-cutarico 3,08 mg/kg uva 3,38 mg/kg uva
Catequina 93,35 mg/kg uva 78,99 mg/kg uva
Epicatequina 111,45 mg/kg uva 45,64 mg/kg uva

Tabla 9 Cuantificacion de ésteres cinamicos, catequina y epicatequina en muestras de vendimia
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Ademas se determind la reproducibilidad del método al realizar 4 extracciones de
la misma muestra de uva (concretamente de la muestra de Viura muestreada el 13-8-01)
en distintos dias:

Compuesto | Media ~ D.ER.
Trans-cutarico 3,65 mg/kg 11,13
Caftarico 9,99 mg/kg 9,67
Cis-cutarico 3,18 mg/kg 5,88
Catequina 173,62 mg/kg 10,26
Epicatequina 129,57 mg/kg 4,8

Tabla 10 Reproducibilidad de la EFP-EFS sobre muestras reales para polifenoles en general

Como puede comprobarse este método aplicado sobre muestras reales tiene una
reproducibilidad aceptable, con un maximo de desviacion estandar relativa de un 11%
para el caso del frans-cutarico.

Asimismo, se realizaron reextracciones de las muestras tras llevarse a cabo la
segunda etapa (elucion con metanol) del método. Se emplearon para ello las mismas
condiciones que en dicha etapa. No se detectaron compuestos fenolicos en los re-
extractos.

Asi pues, con el acoplamiento, en linea, de la EFP con la EFS, se consiguen
extracciones satisfactorias de compuestos fendlicos a partir de uvas. La etapa de
limpieza en linea se puede aplicar automaticamente y el método de extraccion se
desarrolla completamente bajo atmosfera inerte. Ademas este acoplamiento conduce a
una menor manipulaciéon de las muestras, y por tanto, a menores probabilidades de
degradacion de los compuestos extraidos.
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I11.3.6.2 Seguimiento de la maduraciéon de uvas

El estudio de maduraciéon de la uva tiene un interés claro, como es el
conocimiento de la evolucion de compuestos de interés y la determinacion de la fecha
optima de vendimia, siendo varios los parametros que interesa controlar durante el
seguimiento de la maduracion de la uva, entre los que destacan los compuestos
fenolicos por su implicacion en fendémenos de configuracion del color, inestabilidad
oxidativa, etc..., teniendo especial interés los ésteres cindmicos, asi como la catequina y

. . 23
epicatequina.

Asi, la determinacion de la catequina, epicatequina y de los ésteres cindmicos
trans y cis-cutarico y caftarico, son de especial importancia en el caso de la vinificacion
de vinos blancos, puesto que al hidrolizarse durante el proceso de elaboracion del vino,
liberan los correspondientes acidos cindmicos que son especialmente susceptibles a la
oxidacion.

Se realizan extracciones de las distintas muestras tomadas durante el periodo de
control de la maduracién de las variedades de uva antes mencionadas, con el método
desarrollado en el apartado I11.3.4.

Los resultados obtenidos son los presentados en la figura 37.

Hay que destacar la ausencia de compuestos en los extractos obtenidos con EFP-
EFS con agua, salvo una minima cantidad (muestras 6/8 y 21/8).
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Figura 37 Esteres extraidos en la variedad blanca Viura durante la maduracion.
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Para seguir la evolucion de estos ésteres durante la maduracion se consideraran los
extractos metanodlicos sobre la fase solida, puesto que a partir de ellos se determinard su
concentracion en la uva de partida de forma mas fiable que los equivalentes extractos
acuosos sobre arena (en los que aparecen los ésteres de interés) donde la presencia de
otras sustancias en el extracto impide su cuantificacion fiable.

Esteres de Viura durante la maduracion

16,00 -
B
8 12,00 |
§ —e— t-cutarico
=
S 8,00 —#— caftarico
=
2 —— c-cutarico
% 4,00}
£
0,00 . . .

23-jul 30-jul 06-ago  13-ago  20-ago
dias de seguimiento

Figura 38 Evolucion de los ésteres de la variedad Viura durante la maduracion.

La evolucion de los ésteres durante la maduracion (con condiciones de elevada
insolacion, altas temperaturas, baja humedad, y precipitaciones practicamente nulas) es
similar para los tres, se produce la disminuciéon de su concentracion, probablemente
debido a la hidrolisis de los mismos.

Para la vinificacion de esta variedad seria interesante que la concentracion de estos
compuestos fuera la minima posible puesto que después pueden provocar problemas de
pardeamiento en los vinos acabados, por lo que en principio la fecha de vendimia es
concorde con esta idea, ya que practicamente se estabiliza su evolucion en esa fecha.

La fecha de vendimia se decidi6 al considerar otros parametros basicos, tales
como el °“Baumé, el peso medio de la baya, la acidez total, el pH y el 4cido tartarico.
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La evolucion de estos parametros ha sido la siguiente:

Parametros clasicos de control para la fijaciéon
de la fecha de vendimia (Viura)

12
8 —&— peso
—&— pH
4 —&— Tartarico
- —= -~
0 . . T T

23-jul  28-jul 02-ago 07-ago 12-ago 17-ago

dias de seguimiento

Parametros clasicos de control para la fijacién
de la fecha de vendimia (Viura)

16
12
—e—°Baumé
8 4 —a—AT
4 ‘ T
23-jul 02-ago 12-ago

dias de seguimiento

Figura 39 Evolucion de los parametros clasicos de control para la fijacion de la fecha
optima de vendimia de la variedad Viura

Respecto a la variedad tinta Tempranillo, los resultados fueron los siguientes:
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t-cutarico de Tempranillo
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Figura 40 Esteres extraidos en la variedad tinta Tempranillo durante la maduracion.
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Esteres de Tempranillo durante la

25,00
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mg/kg uva fresca
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Figura 41 Evolucion de los ésteres de la variedad Tempranillo durante la maduracion.

04-ago 14-ago 24-ago

dias de seguimiento

Respecto al seguimiento de la maduracion y a la fijacion de la fecha optima de
vendimia, podemos ver la evolucion de los tres ésteres con la maduracion en la figura

anterior.

La evolucion de los otros parametros considerados para la fijacion de la fecha de

vendimia fue la siguiente:

Parametros clasicos de control para la fijacién
de la fecha de vendimia (Tempranillo)
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Parametros clasicos de control para la fijacion
de la fecha de vendimia (Tempranillo)
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Figura 42 Evolucion de los parametros clasicos de control para la fijacion de la fecha
optima de vendimia para la variedad Tempranillo

Como puede comprobarse la fecha de vendimia suele coincidir con la minima
concentracion de los mencionados é€steres, por lo que, la evolucion de éstos deberia ser
controlada a la hora de fijar la fecha de vendimia, puesto que la relacion entre esteres y
parametros de rutina no tiene porque ser repetitiva.

En la figura 43 se presentan los resultados obtenidos con las catequinas

a)
catequina de Viura
300,00 +
© -
(3]
g 200,00+
E O EFP-EFS agua
> ﬁ O EFP-EFS metanol
£ 100,00
(=]
£
0,00+

234l 30-jl 06-ago 13-ago 21-ago

dias de seguimiento
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b)
epicatequina de Viura
300,00 +
-—
3
@ 200,00+ ]
E O EFP-EFS agua
; O EFP-EFS metanol
= 100,00+
o
£
0,00+
234l 30-j 06-ago 13-ago 21-ago

dias de seguimiento

Figura 43 Cantidades extraidas de catequina (a) y epicatequina (b) de la variedad blanca
Viura durante la maduracién.

La evolucion de ambos compuestos es practicamente idéntica, produciéndose una
disminucion de su concentracion al final de la maduracion. En este caso, al no haberse
muestreado en sobremaduracion no puede determinarse si la disminucion seria aln
mayor.

Seguimiento de catequina y epicatequina
durante la maduracién (Viura)

300 +
250 ~

©
3]
o
S
i 200 + —e—cat
3 150 - .
o 100~ —=—cp
) 50
E 0 T T T T

23-jul 30-jul 06-ago 13-ago 20-ago

dias de seguimiento

Figura 44 Evolucion de las catequinas de la variedad Viura durante la maduracion.
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En el caso de la variedad Tempranillo los resultados obtenidos se representan en
las graficas mostradas en las figura 45.

a)
catequina de Tempranillo

250,00
o 200,00
(%]
7]
£ 150,00
= ’ = m EFP-EFS agua
>
o 100,00 0 EFP-EFS metanol
<
g 50,00/

0,00+
254 1-ag 8-ag 14-ag 20-ag
dias de seguimiento
b)
epicatequina de Tempranillo

200,00+
S 150,00 M
7]
2 =
S 100,001 A O EFP-EFS agua
> 0O EFP-EFS metanol
=
© 50,001
£

0,00

25-j  1-ag 8-ag 14-ag 20-ag

dias de seguimiento

Figura 45 Cantidades extraidas de catequina (a) y epicatequina (b) de la variedad Tempranillo
durante la maduracién.

En este caso se observa claramente que las mayores concentraciones de catequina
y epicatequina se consiguen en los extractos con metanol de EFP-EFS, no extrayéndose
ninguno de los dos compuestos con el agua.
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Seguimiento de catequina y epicatequina
durante la maduraciéon (Tempranillo)
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0 T T T 1
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Figura 46 Evolucion de las catequinas de la variedad Tempranillo durante la maduracion.

Respecto al seguimiento de la maduracién de esta variedad tinta, presenta una
evolucion similar a la de la variedad Viura, aunque en este caso existen mayores
diferencias en cuanto a concentracién de catequina y epicatequina. La evolucion de
estos compuestos al final de la maduracién sigue siendo la disminucion de su
concentracion.

Se ha comprobado, pues, que la EFP-EFS es un método aplicable a la
determinacion de compuestos fenolicos a lo largo del periodo de maduracion de uvas,
siendo capaz de cuantificar los compuestos identificados a pesar de los cambios fisicos,
quimicos y bioquimicos que experimenta la baya durante su desarrollo. La informacion
que aporta este método puede ser de utilidad tanto en la evaluacioén que distintas labores
de manejo de la vifia pueden tener en la composicion de las uvas, como en permitir una
planificacion previa del equipamiento a utilizar en la vinificacion de estas uvas en
funcién de su composicion.

I11.3.6.3 Aplicacion a la determinacion de grg_mg-rggggratrgl“

Este compuesto se cuantifica facilmente en vinos y otras bebidas utilizando CLAE
mediante inyeccion directa,” acoplandose en algunos casos a la espectrometria de
masas,”® o mediante electroforesis capilar.”’ Sin embargo para llevar a cabo su anélisis
en matrices solidas de alimentos, se hace necesario una etapa previa de extraccion.
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Generalmente se ha utilizado la ESL (maceracion de las muestras so6lidas) para su
extraccion,” aunque en algunos casos también se ha empleado la EFS*™% sobre los
extractos obtenidos mediante la ESL o la EFS directamente del mosto.”® Sin embargo,
puesto que estos métodos de maceracion generalmente implican largos periodos de
tiempo para la extraccidn, suponen un incremento de la probabilidad de que se
produzcan degradaciones.’® Otra alternativa también empleada en el analisis de este
compuesto es la EFS.

Estas condiciones de extraccion son especialmente problematicas en el caso del
trans-resveratrol, puesto que es un compuesto fotosensible y facilmente oxidable. Por
ello, los procesos de extraccion deben desarrollarse de forma especialmente cuidadosa,
protegiendo las muestras del aire y de la luz.

La EFP supone una buena alternativa a los métodos clasicos de extraccion, puesto
que evita los procesos de oxidacion o fotodegradacion, siendo por tanto, un método
particularmente recomendable para extraer compuestos que reaccionan facilmente con
el oxigeno®' y son fotosensibles, como es el frans-resveratrol.

v Estudio de la estabilidad del trans-resveratrol

En primer lugar, como ya se ha mencionado al inicio de este apartado, hay que
estudiar la estabilidad de este compuesto cuando se somete a la accion de las altas
temperaturas que se emplean en la EFP, especialmente si se tiene en cuenta que se han
publicado trabajos donde se indica la degradacion de este compuesto durante los
procesos de extraccion.'®

Se realiz6 este estudio de forma similar al descrito en el apartado II1.1.2 (3 ciclos
de 10 minutos con metanol a 50,100 y 150°C, con 40 atm. de presion), empleando para
ello una disolucion de patron de trans-resveratrol de 27,5 ppm (dicha disolucion se
almacena en un recipiente que la preserva de la accién de la luz y se guarda en el
frigorifico hasta que no se lleva a cabo la extraccion).

Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente tabla:

Temp. Extracc. (°C)
% recup. = D.E.R. 1042 +4,5 106,6 £4,3 99,5+5,7

Tabla 11 Porcentajes de recuperacion de trans-resveratrol +/- desviacion estandar relativa a
las temperaturas ensayadas.
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Se comprueba pues que la atmosfera inerte empleada en la EFP, asi como la
ausencia de luz durante la extraccion, permiten que el trans-resveratrol no se degrade
durante la extraccion y se recupere completamente incluso a 150°C (99,5%).

Por otro lado hemos de considerar que, dados los niveles de concentracion de este
compuesto en las muestras solidas (uvas), se hace necesario el uso de alguin método de
deteccion que sea mas sensible que la deteccion por espectroscopia UV-Vis, por lo que
se utiliza un detector de fluorescencia.

Se registraron los espectros de fluorescencia de emision y excitacion del patron de
trans-resveratrol para determinar los maximos que presenta el mismo y fijar las
condiciones Optimas de deteccion del compuesto en el detector de fluorescencia.

A continuacién se presentan las espectros obtenidos, como puede verse los
maximos de excitacion y emisioén son de 310 y 403 nm respectivamente, de forma que
se fijan esas longitudes de onda en el detector de fluorescencia.

701"
60 { %
E 50 4 |310 nm — cMision

B excitacion

200 400 600 800

longitud de onda (nm)

Figura 47 Espectros de excitacion y emision del zrans-resveratrol

Con las columnas habitualmente empleadas en cromatografia de liquidos es
frecuente que los tiempos de retencion sean demasiado elevados para este compuesto.
De hecho, cuando se aplica el procedimiento cromatografico empleado para el analisis
de los compuestos fenolicos (usando el mismo gradiente de elucion pero con deteccion

por fluorescencia), el trans-resveratrol se eluye en torno a los 55 minutos (véase figura
36)
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Las columnas de tipo monolitico permiten separaciones mas rapidas y se han
empleado en la determinacion de distintos compuestos fendlicos en vinos, entre ellos el
trans-resveratrol. *>

Asi pues, se planteo la posibilidad de emplear una columna cromatografica sobre
un soporte monolitico. De esta forma, al permitir utilizar flujos mas elevados, se
pretende conseguir una elucion mucho mas rapida del trans-resveratrol en comparacion
con otros métodos encontrados en la bibliografia, donde Dominguez y col.'® consiguen
la elucion de este compuesto alrededor de los 50 minutos, o a los 30 minutos segin
Castellari y col."

Se realizaron varios ensayos empleando porcentajes del disolvente A (0,1% acido
acético en agua) entre 90-60% en modo isocratico. Como muestra se empled un extracto
de uva Tempranillo extraido segin la metodologia propuesta de EFP-EFS. La mejor
separacion del pico correspondiente al trans-resveratrol se obtiene con las condiciones
de 70% de disolvente A y 30% del B (0,1% &cido acético en metanol).

Ademas, se evalud el efecto que la temperatura (10, 25 y 40°C por triplicado) a la
que se encuentra la columna durante la separacion puede tener en la resolucion y
anchura de pico del trans-resveratrol:

Parametro 10°C 25°C 40°C ‘
Ancho de pico promedio n.d 0,18 0,24
Resolucion promedio n.d. 1,30 0,83

Tabla 12 Efecto de la temperatura (10, 25 y 40°C) en la elucién (ancho de pico y
resolucion) del trans-resveratrol (n=3).

n.d.: no disponible, picos no resueltos.

En funcion de estos resultados, se selecciona como condiciones Optimas para la
elucion: 25°C de temperatura, en modo isocratico de 30% en disolvente B-70%
disolvente A, con un flujo de 5 ml/min. De esta forma conseguimos la elucion del trans-
resveratrol en 2,0 minutos (véase figura 48).
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Asimismo se evalud la repetibilidad del método cromatografico resultante, con
una desviacion estandar relativa (n=6) de 1,04% en cuanto al tiempo, y de 1,94% en
cuanto al area.

900 4
700 4
> 500 - trans -resveratrol
£
300 4
100 -
: : ; —
-100 © 1 2 3 4 5
tiempo (min)

Figura 48 Cromatograma de Fluorescencia del extracto metanélico de la variedad Tempranillo.

Para evaluar la repetibilidad del método completo se realizaron 6 analisis
completos de una muestra real (Viura), en distintos dias, obteniéndose los siguientes
resultados expresados en mg/kg uva:

Compuesto Extr.1 Extr.2 Extr.3 Extr.4 | Extr.5 Extr.6 media | Desv. Est. | D.E.R.

resveratrol | 2,09 | 223 2,33 2,14 2,06 | 225 | 2,18 0,1 4,75

Tabla 13 Repetibilidad de la EFP-EFS de trans-resveratrol

Como puede comprobarse la desviacion estandar relativa que presenta la EFP-
EFS en muestras reales, para el caso del trans-resveratrol, también es inferior al 5%, por
lo que el método desarrollado se puede considerar de una repetibilidad aceptable para el
analisis del resveratrol.
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Para cuantificar el trans-resveratrol se hacen curvas de calibrado analizando en el
equipo de CLAE disoluciones patron del mismo a distintas concentraciones y
representando el area del pico correspondiente frente a la concentracion, obteniendo las
siguientes rectas de calibrado:

Deteccion ‘ Ord. origen pendiente  coef regresion | intervalo (ppm) LD
280 nm -4261,5 158621 1,0000 0,11-2,75 0,010 | 0,032
320 nm -4060,1 135372 1,0000 0,11-2,75 0,017 | 0,058
fluoresc. -188091 42113985 0,9998 0,11-2,75 0,003 | 0,004

Tabla 14 Rectas de calibrado de frans-resveratrol

Como puede comprobarse con los valores de las pendientes de las rectas de
calibrado, la sensibilidad del método empleando deteccion por fluorescencia es 250
veces mayor que la obtenida usando deteccion UV.

En el caso de variedad de uva tinta Tempranillo, se han encontrado niveles, en las
muestras tomadas el dia de la vendimia, de 3,11 mg/kg de peso de uva entera seca
(preparada tal como se indica en el apartado I1.5.2).

De la misma forma pueden determinarse los mg/kg de trans-resveratrol en la
variedad de vinificacion Viura el dia de vendimia, y en la variedad tinta de uva de
mesa denominada Napoleon.

Compuesto Viura vendimia  Napole6n (uva mesa)
Trans-resveratrol 2,18 mg/kg uva 0,11 mg/kg uva

Tabla 15 Cuantificacion de frans-resveratrol en distintas variedades de uva

Asimismo podria realizarse el seguimiento de este compuesto durante la
maduracion de esas dos variedades de vinificacion.

En el caso de la variedad Viura, puede apreciarse como, durante la maduracion, el
trans-resveratrol va aumentando, aunque se aprecia una disminucién en su
concentracion el dia de vendimia. Hay que tener en cuenta que se estd analizando el
resveratrol en la uva entera y su concentracion se puede ver afectada por dos efectos que
pueden ser contrapuestos, como son la variacion en el peso de la baya y la radiacion
solar.
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Figura 49 Cantidades extraidas de frans-resveratrol de la variedad blanca Viura durante

la maduracion.
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En el caso de la variedad Tempranillo:

Figura 50 Cantidades extraidas de frans-resveratrol de la variedad tinta Tempranillo
durante la maduracion.
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Se puede apreciar como en esta variedad el frams-resveratrol se mantiene
aproximadamente constante durante la maduracion salvo en la Gltima semana donde se

aprecia un aumento.
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En definitiva con el método desarrollado, el tiempo requerido para la extraccion se
reduce a unos 40 minutos (una reduccién considerable si se compara con los métodos
tradicionales de maceracion de muestras solidas). Ademés permite cuantificar este
compuesto en uvas completas, y no unicamente en hollejos (que es donde suele
determinarse habitualmente).

Presenta ademas ventajas concretas respecto a la EFP sin EFS, como es una
mayor limpieza de la muestra y, por tanto, menor nimero de interferencias.

Asimismo el método cromatografico desarrollado posibilita determinar este
compuesto de una forma extremadamente rapida (en torno a los 2 minutos), y el método
de deteccion por fluorescencia desarrollado, permite incrementar la sensibilidad del
analisis 250 veces si se compara con la deteccion por espectroscopia UV-Vis.

En conjunto, el método completo permite determinar el contenido de tramns-

resveratrol, en unos 45 minutos y con una desviacion estandar relativa inferior al 5%, en
uvas maduras y a lo largo del periodo de maduracion.

230



Resultados v discusion

II1.4 APLICACION DE LA EFS EN UVAS Y VINOS

I11.4.1 APLICACION DE LA EFS PARA LA DETERMINACION DE
GLUCOSIDOS EN UVAS DURANTE LA MADURACION

En este apartado se pretende determinar los compuestos glucosilados presentes en
uvas a lo largo del periodo de maduracion de 15 variedades durante dos anos (2002 y
2003), mediante el método de la glucosa glucosidica total (GGT).

Con esto lo que se pretende es evaluar la capacidad del método para el andlisis de
muestras de uva cultivadas en climas calidos, donde la concentracion de azlicar presente
en la baya sera superior que las encontradas en uvas cultivadas en zonas mas
meridionales, tales como las de la zona en la que se desarrollé el método de la GGT.

Para ello se seguird el protocolo desarrollado por B. Zoecklein para la
determinacion de la GGT en mostos, con la variacién de que en nuestro caso en vez de
analizar el mosto obtenido, se analiza el mosto obtenido tras realizar la resuspension de
las muestras de uva liofilizadas.

Todos los ensayos correspondientes a este apartado se realizaron en el
laboratorio del grupo de investigacion “Enology Grape Chemistry Group”, ubicado en
el edificio de Food Science & Technology, perteneciente a la Virginia Polytechnic
Institute & State University, localizada en Blacksburg, Virginia, EEUU.
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111.4.1.1 Introduccion

Los metabolitos secundarios sintetizados en la uva son fuentes primordiales del
aroma, sabor y color del vino. Los compuestos aromaticos estan presentes en forma de
volatiles libres y, en parte, como precursores no volatiles unidos a azlcares
(glicosidos).™

Se han identificado cuatro grupos de glicdsidos en uvas: beta-D-glucopiranésidos,
6-0-(alfa-L-ramnopiranosil)-beta-D-glucopirandsidos,  6-O-(alfa-L-arabinofuranosil)-
beta-D-glucopiranésidos, y 6-O-(beta-D-apiofuranosil)-beta-D-glucopiranésidos.***

Los tipos de agliconas son mas complejos y se han identificado varios compuestos
relacionados biogenéticamente: monoterpenoles y monoterpendioles, alcoholes, acidos,
compuestos fenolicos y C13-norisoprenoides.

Debido a su papel potencial en las caracteristicas del aroma del vino, su
cuantificacion puede ser util para los endlogos y viticultores para ayudar a determinar,
por ejemplo, el grado 6ptimo de madurez de las uvas o la necesidad de uso de distintos
procedimientos durante la vinificacién para potenciar la maximo su contribucion a las
caracteristicas organolépticas del vino a obtener.

El método de GGT (glucosa glucosidica total) se ha empleado para examinar los
efectos que distintas practicas de cultivo tienen en la calidad de la uva;***’ y el efecto
que las distintas técnicas de procesado empleadas en la elaboracién de vinos tienen en
los niveles de glicosidos encontrados.’®* Sin embargo, hasta el momento no se ha
caracterizado la evolucion de los compuestos glicosilados durante la maduracion.

111.4.1.2 Preparacion de las muestras (mostos)

Las uvas muestreadas se liofilizan (véase apartado II.5.1) para facilitar su
conservacion, se trata de evitar evitando de este modo los procesos de degradacion que
suelen sufrir durante su almacenamiento, aunque éste se realice a baja temperatura.
Posteriormente se rehidratan con agua bidestilada, llevandose a un volumen fijo.
Finalmente se filtran por filtro de nylon de 0,45 micras antes de proceder a su analisis.
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111.4.1.3 Determinacion de la glucosa glucosidica total (GGT)

Estos ensayos se realizan, una vez obtenida la muestra de mosto tal como se
indica en el apartado anterior, siguiendo el protocolo de andlisis habitualmente
empleado por el grupo del Dr. B. Zoecklein, que a su vez estd basado en el método
desarrollado por Abbott y col.* El método seguido aparece descrito en el apartado
I1.3.3.

Considerando el peso de muestra analizado, y el porcentaje de liofilizacion de la
misma, los resultados obtenidos son los presentados en la tabla 16

GGT 2002 (mg/g uva fresca)

Chardonnay
Mosc.Alej.
Sauv.Blanc

Viura
Garrido
Pno.testigo

Traminer
Mosc.Front.
Pno.riego
Vijiriega
Cab.Sauv.
Tempranillo

Syrah
Pno.negro
Tint.Rota

Graciano

Tabla 16 Concentracion de glucosa glucosidica total (mg/g uva fresca) a lo largo del periodo de
maduracion del afio 2002. *: muestra de vendimia.

Durante el segundo afio de muestreo, afio 2003, se produjo una ola de calor que
aceler6 la maduracion de practicamente todas las variedades estudiadas, entre 1 y 3
semanas. De forma, que en este afio el nimero de muestras se redujo en comparacion
con el afio anterior. En el caso de la variedad Moscatel de Frontignan, la uva se
pasific6 muy rapidamente, permitiendo tomar solamente un muestra, por lo que
optamos por no incluir esta variedad en el estudio del afio 2003 (tabla 17).
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GGT 2003 (mg/g uva fresca)

1 2 3 4 5 6

R&LEICVEVE 0,138 | 0,138 | 0,131 | 0,141 | 0,215*
WIECYVIN 0,118 | 0,122 | 0,137 | 0,191 | 0,185 | 0,189*
BCUAA VT 0,098 | 0,100 | 0,147 | 0,18*
Viura 0,078 | 0,123 | 0,143 | 0,183 | 0,253*
(o y (I 0,108 | 0,081 | 0,117 | 0,154 | 0,160 | 0,129*
[ DRGSR 0083 | 0,094 | 0,115 | 0,176 | 0,200*
LTS 0,199 | 0,236 | 0,204 | 0,272*
(S LRV CO0 0,100 | 0,086 | 0,137 | 0,157 | 0,109*
A2l 0167 | 0,078 | 0,122 | 0,159 | 0,117 | 0,136*
(CLECUVAN 0373 | 0,354 | 0,457 | 0,396 | 0,265*
sl 0238 | 0,313 | 0,279 | 0,349 | 0,312*
Syrah 0,242 | 0,310 | 0,365 | 0,373 | 0,513*

(S NS0 0 414 | 0,237 | 0,428 | 0,433*
B T 0,210 | 0,339 | 0,400 | 0,426 | 0,522 | 0,595*
BRSETCUUNE 0,208 | 0,312 | 0,402 | 0,508 | 0,714*

Tabla 17 Concentracion de glucosa glucosidica total (mg/g uva fresca) a lo largo del periodo de
maduracion del afio 2003. *: muestra de vendimia.

Con el fin de caracterizar los comportamientos de las distintas variedades
estudiadas y con vistas a agilizar la interpretacion de los datos obtenidos, se recurre al
analisis de agrupaciones. Ademas, para que realmente se tenga en cuenta la evolucion
en puntos similares de maduracion, se ordenan los datos seglin el numero de dias que
resten hasta la fecha de vendimia, de forma que para cada variedad se tiene en cuenta su
nivel especifico de madurez.

Con todo esto, si estudiamos como se agruparian las distintas variedades de uva
estudiadas en funcion de la evolucion de la GGT durante la maduracion, a lo largo de
los muestreos realizados en el afio 2002, se obtiene el siguiente dendograma de la figura
51.
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Diagrama de arbol para los 15 casos de la variable GGT 2002
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C TEMPRANI
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0 1 2 3 4 5 6 7 8

distancia de unién

Figura 51 Dendograma representando la agrupacion de las 15 variedades en funcion de la
evolucion de la variable GGT a lo largo de la maduracion del afio 2002.

Puede observarse como se aprecia una separacion clara entre variedades blancas
y tintas en el afio 2002, diferenciandose tres grupos: uno formado por las variedades
Moscatel de Alejandria y Traminer (las variedades mas aromaticas), otro formado por el
resto de las variedades blancas, y el ultimo constituido por las variedades tintas.

Las distancias de union de las variedades tintas son mayores que las de los otros
grupos, por lo que se aprecia un comportamiento mas heterogéneo entre ellas.

La evolucion de la GGT en cada en esos tres grupos es la obtenida al representar
los promedios de la GGT existente en cada uno de los grupos diferenciados en funciéon
del dia de muestreo, tal como se aprecia en la figura 52.
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Evoluciéon de GGT en variedades aromaticas

0,25+

0,2

0,15+
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-35dias -28dias -21dias -14dias -7dias vendimia

dias de seguimiento vs vendimia

Evoluciéon de GGT en resto variedades blancas

0,25

0,2

0,15+

0,14

mg/g uva fresca

-35dias -28dias -21dias -14dias -7dias vendimia
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Evoluciéon de GGT/2 en variedades tintas

0,25+

0,2+

0,15+

0,1+
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0,05+
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dias de seguimiento vs vendimia

Figura 52 Evolucién promedio de GGT para cada uno de los grupos
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Se puede comprobar que la justificacion de los agrupamientos observados en el
diagrama de arbol se encuentra en las distintas evoluciones de la GGT en los tres grupos
formados. En las variedades blancas se aprecia un leve descenso de la GGT al inicio del
periodo, para luego aumentar de forma paulatina a lo largo de la maduracién y llega a
estabilizarse antes de vendimia. En el caso de las variedades mas aromaticas (Moscatel
y Traminer) el contenido en GGT es en torno a un 20% superior al del resto de las
variedades blancas, y se aprecia un aumento mucho mas acusado de la GGT a partir de
la mitad del periodo muestreado, para luego estabilizarse antes de vendimia. En el caso
de las tintas, se aprecia un aumento continuo en la concentracion de GGT a lo largo de
la maduracién, llegandose a duplicar, triplicar, o incluso cuadruplicar, los niveles de
compuestos glucosilados respecto a las variedades blancas. Se trata, por tanto, de tres
comportamientos claramente diferenciados.

Si se realiza el analisis discriminante lineal (ADL) para la variable GGT a lo largo
del periodo de maduracion 2002 (figura 53), y se representan la clasificacion de las
variedades en funcion de las variables canonicas obtenidas, se comprueba que se forman
tres grupos, que corroboran la agrupacion observada en la figura 51, es decir, un grupo
formado por las dos variedades mas aromaticas (en rosa), otro por el resto de variedades
blancas (en naranja) y el formado por las variedades tintas (en rojo).

ADL variable GGT 2002 /

° Moscatel [ ‘
m Moscate
S N g / / A Palomino negro
N\ Traminer E ,
i N\ o ‘ Tempranillo A
Vijiriega ¢ + Gaxido 2 p / SyrahA
e SaUVIgnonYIQnC ; variable candnica 1
L) ‘ L) L) L) L) L)
Viura / A N\
¢ Palomino S Tintilla de Rota
A
. @ Chardonnay / Graciano
Palomino riego /
/ Cabernet Sauvignon A

Figura 53 Clasificacion de las variedades estudiadas en funcién de las variables candnicas resultantes
del ADL de la evolucién de la GGT en el afio 2002.
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En el afio 2003 (figura 54), en cambio, la influencia de la ola de calor provoca
modificaciones considerables en el comportamiento de las distintas variedades (en
mayor o menor medida), y, aunque, atn asi, el comportamiento de las variedades
blancas es distinto del de las tintas, también se comprueba como el comportamiento
particular de las variedades mas aromaticas no se repite como en el afio anterior.

Diagrama de arbol para los 15 casos de la variable GGT 2003

MOSC.ALE
CHARDONN
VIURA

-
PNO.
SAUV. BL E
PNO. RI
T
]

VUIRIEG
GARRIDO
TRAMINER
PNO. NEG
GRACIANO
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SYRAH
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distancia de unién

Figura 54 Dendograma representando la agrupacion de las 15 variedades en funcién de la
evolucion de la variable GGT a lo largo de la maduracién del afio 2003.

Este mismo comportamiento se comprueba al realizar el ADL (figura 55) de la
evolucion de la variable GGT a lo largo del periodo de maduracion del 2003. Asi, se
aprecia que la variedad Moscatel ha desplazado su posicion en el dendograma de la
figura 54 respecto al afio 2002 (figura 51), incluyéndose dentro del grupo de variedades
blancas.
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ADL variable GGT 2003

N
3
SyrahA y:
8 V g
° ¢ Vijiriega
Graciano A 8 _ Moscatel
A Tintilla de Rota "ZMPAMNOE 1\, W 4, Samdo, pno riego
' ' ' ' Palomino Sauvignon
N Chardonnay Blanc
Cabernet Sauvignon A
Palomino Negro
Traminer
1 variable canoénica 1

Figura 55 Clasificacion de las variedades estudiadas en funciéon de las variables candnicas
resultantes del ADL de la evolucién de la GGT en el afio 2003.

La determinacion de las GGT conlleva un elevado consumo de tiempo (maximo
10 muestras, por triplicado, al dia por persona) que requiere, ademds, de algunos
aparatos no habituales en los laboratorios de las bodegas, por ello se intent6 realizar una
estimacion de los valores de GGT a partir de otros datos resultantes de andlisis mas
cortos y habitualmente realizados durante la maduracion.

Puesto que se dispone de la evolucion de los distintos parametros de rutina
empleados habitualmente en maduracion: °Bé, acidez total, acido tartarico, pH, peso
medio de baya y residuo seco (véase anexo II) se podria comprobar, en primer lugar,
como se agruparian todos los parametros (clasicos y la GGT) en funcién de su
evolucioén a lo largo de maduracion en las distintas variedades estudiadas, para después
intentar determinar algun tipo de correlacion.

La agrupacion de los pardmetros habitualmente analizados en maduracion y de la
GGT a lo largo del periodo de maduracion del afio 2002 se muestra en la figura 56.
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Diagrama de arbol para las 42 variables 2002
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Figura 56 Dendograma representando la agrupacion de todas las variables estudiadas: grado
Baumé (°BE), acidez total (A.T), [H'] (PH), 4cido tartarico (TART), peso medio de baya (PESO),
residuo seco (RES) y GGT, a lo largo de la maduracion en todas las variedades ensayadas en 2002.

Como se puede apreciar, la GGT presenta un comportamiento distinto del resto
de los parametros estudiados, apareciendo todos sus datos agrupados, aunque similar en
cierto modo al del residuo seco y del “Baumé. Asimismo se aprecia cierta similitud,
16gica, entre el comportamiento de la acidez total y el 4cido tartarico, y la [H']. El peso
medio conforma el tercer grupo que se distingue.

Si se representa el contenido promedio (de todas las variedades) de cada uno de
los pardmetros que constituyen los tres grupos diferenciados en el anterior dendograma
(como indican las llaves situadas en el lado izquierdo de la figura 56) a lo largo de los
dias de muestreo (vendimia, 7 dias antes, 14 dias antes, 21 dias antes, 28 dias antes y 35
dias antes) del afio 2002, se obtienen las siguientes figuras:
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Evolucion de °Bé, residuo seco y GGT aio 2002

o °Bé
B resid.seco
0 GGT*50

-35dias -28dias -21dias -14dias -7dias vendimia

dias de seguimiento
Figura 57 Evolucion del contenido promedio de °Bé, residuo seco y GGT en maduracion afio 2002.

Evolucién de acidez total, acido tartarico y [H*] afio 2002

15,00+
10,00+ @ Acidez Total
B Ac. Tartérico
o [H+]*15000
5,00
0,00

-35dias -28dias -21dias -14dias -7dias vendimia

dias de seguimiento

Figura 58 Evolucion del promedio de acidez total, acido tartirico y [H'] en maduracién afio 2002.

Evolucion de peso medio de baya afio 2002

2,00+
1,00+
0,00+

-35dias -28dias -21dias -14dias -7dias vendimia

dias de seguimiento

Figura 59 Evolucion del contenido promedio del peso medio de baya la maduracién afio 2002.
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En estas gréaficas se pone de manifiesto la tendencia ascendente a lo largo de la
maduracion del °Bé, residuo seco y GGT (aunque ligeramente distinta a la de los dos
parametros anteriores), y la descendente de acidez total, acido tartarico y [H']. El peso,
por su parte, presenta una tendencia, aunque también ascendente, mas heterogénea que
los anteriores parametros. De esta forma se justifican los tres grupos diferenciados en la
figura 56.

Asimismo se realiza el andlisis de conglomerados para todas las variables,
clasicas y GGT, en las 15 variedades ensayadas, y se comprueba que en este caso no se
aprecia la misma separacion que en la figura 60.

Diagrama de arbol para los 15 casos 2002
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Figura 60 Dendograma representando la agrupacién de todos los casos estudiados, variedades de
uva, con todas las variables, a lo largo de la maduracién en el afio 2002.
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El hecho de que GGT, °Bé y residuo seco presenten la misma tendencia a lo largo
de la maduracion, indica un cierto grado de correlacion en los comportamientos de las
GGT y otros parametros, pero queda por establecer si habra o no algln tipo de regresion
que los relacione.

Por tanto vista la correlacion que parece existir entre °Bé, residuo seco y GGT, se
podria plantear el desarrollo de un método para estimar la GGT a partir de los otros dos
parametros mencionados.

Para ello se aplica la técnica de regresion por minimos cuadrados parciales (PLS).
A fin de aprovechar al maximo todos los datos disponibles, se emplean todas las
variables de rutina analizadas en la regresion por PLS (teniendo como variable objetivo
la GGT y como variables dependientes los datos de los pardmetros de rutina), figuras

61-63.

40

w
o

N
o

% de varianza explicada
N
o

CP1 CP2 CP3 CP4

Figura 61 Representacion de las varianzas explicadas por las componentes principales del
ACP desarrollado previamente al PLS.

En el estudio de componentes principales previo al PLS (Figura 61) se puede
apreciar como la varianza explicada por cada componente principal es menor que la
explicada por el componente anterior, lo que confirma la bondad de la agrupacion en las
componentes principales seleccionadas por el programa. La primera componente
principal contribuye con el 38% de la varianza total.
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Con la representacion de la componente principal CP1 frente CP2 (figura 62),
podemos comprobar que tanto el Residuo Seco (loading = 0.901) como el Baumé
(loading = 0,372) contribuyen a la misma componente principal (CP1) y con el mismo
signo, esto es, presentan un comportamiento similar al igual que se habia concluido tras
el andlisis de agrupaciones. Por lo que respecta al resto de pardmetros de rutina, la
Acidez Total es la principal variable con importancia en la otra componente principal
(loading = 0.904) al igual que la concentracion de acido tartarico (loading = 0,375),
mientras que el resto de parametros presenta poca contribucion a las dos componentes
principales.

cP2
AT®
0.8
0.6
0.4
THY
0.2
Res.Seco
+ *
T 0 [H ] T T T T T
- boH
02 pegy OP 0,2 o4 0,6 0,8 1
. °Bé
072
CP1

Figura 62 Representacion de la componente principal CP1 frente a la CP2.

Por ultimo, y por lo que respecta al resultado de la regresion en si, el resultado del
coeficiente de regresion es de 0,734, pero al representar los valores medidos frente a los
predichos con el modelo elaborado por el programa, (figura 63), se obtiene una
pendiente de 0,539, esto es, los resultados predichos de GGT segun el modelo elaborado
empleando las variables de rutina, se quedan muy alejados de los valores reales.

Con todo esto se puede concluir que no es posible establecer una regresion entre

el comportamiento de la variable objetivo GGT y el de los parametros de rutina
analizados en maduracion.
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Figura 63 Ajuste de los valores medidos frente a los predichos por el modelo de ACP.

Como ya se ha mencionado anteriormente, en el afilo 2003 se produjo una ola de
calor durante el periodo de maduracion, que afecté en mayor o menor medida a la
maduracion de las distintas variedades estudiadas.

Si se observan ahora las agrupaciones formadas cuando se evallian todas las
variables en el afio 2003 (figura 64), puede comprobarse como la influencia de esta ola
de calor se traduce en menores distancias de unioén entre las variables analizadas, vy,
aunque la GGT sigue presentando un comportamiento similar al °Bé y residuo seco, las
condiciones climéaticas influyen de tal modo que las agrupaciones formadas no son tan
claramente distintas como en el 2002.

Cuando se representa el dendograma de los 15 casos (variedades) con todas las

variables en el afio 2003 (figura 65), se comprueba que tampoco se reproducen los
grupos formados en el afio anterior.
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Diagrama de arbol para las 35 variables 2003
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Figura 64 Dendograma representando la agrupacion de todas las variables estudiadas: grado
Baumé (°BE), acidez total (A.T), [H'] (PH), 4cido tartarico (TART), peso medio de baya (PESO),
residuo seco (RES) y GGT, a lo largo de la maduracion en todas las variedades ensayadas en 2003.

Diagrama de arbol para los 15 casos 2003
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Figura 65 Dendograma representando la agrupaciéon de todos los casos estudiados, variedades de
uva, con todas las variables, a lo largo de la maduracién en el aiio 2003.

246



Resultados v discusion

Por tanto, puede comprobarse como las condiciones climaticas existentes durante
el periodo de maduracion son realmente determinantes en la composiciéon de la uva vy,
particularmente, en los niveles de GGT.

I11.4.2 APLICACION DE LA EFS A LA DETERMINACION DE TERPENOS Y
OTROS COMPUESTOS VOLATILES EN VINOS.

En esta parte del trabajo se desarrollara un método de EFS/CG para la
determinacion de compuestos terpénicos y otros volatiles relacionados con la
componente aromatica de distintos vinos.

Para ello se optimizaran las distintas variables que pueden afectar a la
recuperacion de los terpenos en la etapa de EFS.

El método desarrollado se aplicard sobre distintos tipos de vinos: comerciales y
jovenes monovarietales proporcionados por la estacion experimental CIFA “Rancho de
la Merced” (Jerez de la Frontera) y obtenidos empleando distintas variedades de uva y
procedimientos de elaboracion.

111.4.2.1 Introduccion

La variedad de uva influye considerablemente en el aroma final del vino
resultante, especialmente en vino jovenes. Existen diferentes compuestos volatiles
presentes como tales en uvas, o como compuestos derivados de aquellos relacionados
con el aroma del vino. Como se ha comentado en la introduccion de esta memoria, se
sabe que los compuestos terpénicos son responsables del aroma de Moscatel y estan
relacionados con el aroma de otras variedades de uva aromaticas, como la
Gewiirtztraminer.”*'
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En concreto, los terpenoles se consideran un conjunto de compuestos que
permiten, en buena parte, caracterizar la tipicidad de un vino en funciéon de la variedad
de origen. De hecho, junto con las pirazinas, constituyen las dos familias quimicas a las
que pertenecen las sustancias voldtiles ligadas a la tipicidad aromatica de la cepa.

En la uva y el vino existe una gran variedad de compuestos terpénicos
identificados, en su mayor parte se trata de monoterpenos y sus derivados (entre los que
se incluyen los alcoholes y aldehidos correspondientes).*

Los umbrales de percepcion de estos compuestos son especialmente bajos y esto
hace que, a pesar de sus bajas concentraciones, sean, en muchos casos, componentes
activos del aroma del vino.*

La técnica de separacion usualmente empleada para el andlisis de los compuestos
relacionados con el aroma del vino es la cromatografia gaseosa (CG). Sin embargo,
generalmente requiere una etapa de extraccion/concentracidn previa, como
consecuencia de las bajas concentraciones en que se encuentran estos compuestos en los
vinos. Una de las alternativas es el uso de la EFS.

Recientemente Lopez y col.** analizan compuestos volatiles traza y minoritarios
con CG-EM tras la EFS sobre un copolimero de poliestireno-divinilbenceno. Asimismo
se ha realizado un amplio estudio sobre la habilidad de distintas fases so6lidas para
retener compuestos aromaticos a partir de vinos, pero no se evaluaron las fases de
estireno-divinilbenceno.

111.4.2.2 Determinacion de terpenos mediante EFS v CG*

El objetivo de este trabajo es el desarrollo de un método de EFS-CG para la
determinacion cuantitativa de compuestos terpénicos en muestras de vino. Para ello se
estudiard qué tipo de adsorbente (entre distintas fases solidas basadas en Cis y en
poliestireno-divinilbenceno), y qué eluyente, proporcionan mejores resultados para la
retencion y elucion selectiva de dichos compuestos en muestras de vinos.
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111.4.2.2.1 Seleccion de la fase solida v eluyentes

Para el desarrollo del método se emplea una mezcla de los siguientes patrones de
compuestos terpénicos: Linalol, Gamma-Terpineno, Terpineol, Geraniol, Nerol, (+)-
Limoneno, D-Citronelol, y Alfa-Terpineno. Estos patrones se disuelven en una matriz
vinica formada por una disolucién agua-EtOH (12% v/v), con 4 g/L de &cido tartarico
(acido mayoritario en el vino) y con un pH = 3,20. Como patrdén interno se utiliza el 2-
Octanol.

Se estudiaron dos clases de fases sdlidas, en forma de 6 tipos distintos de

cartuchos de EFS comerciales, 3 de ellos basados en una fase solida de octadecilsilice
(Cig) y los otros 3 constituidos por polimeros de estireno-divinilbenceno.

Las caracteristicas de los cartuchos empleados se muestran en la siguiente tabla:

Fase Solida C-18 Estireno-Divinilbenceno
Nombre Bond Discovery Strata Chromabond LiChrolut Strata
Comercial Elut-C18 DSC-18 C-18E EASY EN SDB-L
Fabricante Varian Supelco | Phenomenex | Macherey-Nagel Merck Phenomenex
Cantidad de 500 500 500 500 200, 500 200, 500
fase solida (mg)
Volumen (ml) 3 3 3 6 3,6 3,6

Tabla 18 Caracteristicas de los cartuchos de EFS empleados.

Para el desarrollo del método (seleccion adsorbente y eluyente) los cartuchos se
acondicionan, antes de cada uso, con 4 ml de diclorometano, 4 ml de MeOH y 4 ml de
Agua-EtOH (12%), tal como proponen Lopez y col.”> A continuacion se prepara la
disolucion que se pasard por cada uno de éstos. Para ello, se afiaden 100 microlitros de
la disolucién mezcla de los 8 patrones en diclorometano (esta disolucion se prepard de
forma que cada uno de los compuestos tuviera una concentraciéon adecuada para
proporcionar una sefal apreciable en el cromatograma, unas 15 ppm), en 50 ml de la
matriz vinica anteriormente mencionada. Con esto lo que se pretende es que la retencion
de los analitos se produzca a partir de una matriz que presenta caracteristicas similares
(en cuanto a grado alcoholico, pH y contenido en azucares) a los vinos a analizar.
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Una vez que se han pasado los 50 ml de la disolucion anterior, se afiaden 10 ml de
agua para conseguir eliminar los restos de azucares que pudiese presentar el vino a
analizar, puesto que estos restos reducirian la vida util de la columna del CG. Tras el
lavado con agua, se deja que los cartuchos se sequen durante 10 minutos, bajo vacio. De
esta forma se asegura que no pase agua al interior del CG. A continuacién se eluyen los
analitos con 2 ml del eluyente estudiado (n-pentano, metanol, diclorometano o etanol), y
se vuelven a recoger los 2 ml siguientes para asegurarse de que algunos de ellos no
siguen quedando retenidos en la fase sélida. Los extractos obtenidos se inyectan con un
automuestreador en el equipo de CG (con el método cromatografico indicado en el
apartado 11.3.2.4).

Las dos fracciones de 2 ml de cada eluyente se analizan por CG, las
recuperaciones medias obtenidas de los 8 compuestos analizados, con los 6 adsorbentes
estudiados, se presentan en la siguiente tabla, y se calculan a partir de dos referencias
preparadas diariamente (100 microlitos de disolucion patréon en un volumen final de 2
ml de cada eluyente).

Basada en C-18 Basada en Estireno-Divinilbenceno

Fase Solida Bond Elut | Discovery Strata Chromabond | LiChrolut Strata
C-18 DSC-18 C-18E EASY EN SDB-L
n-Pentano 40,4 (16,6) | 29,1 (0,7) | 23,7(5.8) 22,0 (3,3) 29,4 (7,5) | 56,4 (12,6)
Metanol 67,0(3,4) | 70,9(2.4) | 95,5(5,3) 38,7 (15,5) 749 (11,9) | 76,7 (8,3)
Diclorometano | 84,5(0,2) | 91,1 (0,6) | 85,4(0,1) 72,8 (3,2) 104,0 (2,5) | 101,2 (0,1)
Etanol 86,0 (0,7) | 73,0(0,8) | 85,4(0,5) 43,2 (11,4) 63,4 (13,2) | 72,5(1,4)

Tabla 19 Recuperaciones medias (n=2) totales de terpenos usando distintas fases solidas y
disolventes. Extractos 2 + 2ml (2* fraccion entre paréntesis).

Si observamos las recuperaciones conseguidas en funcion de los eluyentes
empleados, puede comprobarse que es el n-pentano el que conduce a recuperaciones
mas pobres, oscilando entre el 22% y el 56,4%. Con los otros tres disolventes, en
cambio, se aprecian mayores recuperaciones, siendo, en casi todos los casos, superiores
al 60%. El EtOH y el MeOH presentan comportamientos muy similares en la elucion de
los analitos a partir de las distintas fases so6lidas.

El diclorometano es, con diferencia, el que consigue, en todos los casos, las
mayores recuperaciones. De hecho, salvo el caso puntual del adsorbente Chromabond
EASY (que por otro lado es la fase solida que conduce a menores recuperaciones con
todos los disolventes empleados), sus recuperaciones son superiores al 84%. Ademas
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con este disolvente se consigue eluir totalmente todos los analitos cuando se utilizan dos
adsorbentes basados en poliestireno-divinilbenceno, concretamente LiChrolut EN y
Strata SDB-L.

En cuanto a los distintos adsorbentes empleados, podemos observar que entre los
basados en C-18, el Uinico que proporciona recuperaciones superiores al 95% de los
compuestos ensayados, usando MeOH como disolvente extractante, es el Strata C-18E.
También se obtienen buenos resultados (recuperaciones mayores del 80%), usando
diclorometano o etanol, con Strata C-18E, Bond Elut C-18 y Discovery DSC-18.

De los basados en poliestireno-divinilbenceno, el que muestra peor
comportamiento en la retencion-elucion de los analitos es el Chromabond EASY. Los
otros dos adsorbentes empleados (LiChrolut EN, Strata SDB-L) proporcionan
recuperaciones cuantitativas cuando se eluyen los compuestos con diclorometano.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, para la EFS de los compuestos terpénicos, se
selecciona como eluyente el diclorometano, pues el que conduce a mayores
recuperaciones de todos los compuestos ensayados con todas las fases sélidas utilizadas.

Como adsorbentes se emplearian el Strata SDB-L o el LiChrolut EN, puesto que
con ambos se consiguen recuperaciones cuantitativas con diclorometano (tabla 20).
Viendo estos resultados de forma individual, se observa que se consiguen
recuperaciones superiores al 95% para cada compuesto con el LiChrolut EN, por
consiguiente seleccionamos esta fase solida como el adsorbente a emplear.

Por lo tanto, en la EFS de los compuestos terpénicos, se utilizara como adsorbente
el LiChrolut EN y como eluyente el diclorometano.

Compuesto | SDB-L  LiChrolut EN
a-terpineno (%) 92,76 98,19
(+)-limoneno (%) 89,21 92,36
y-terpineno (%) 88,70 92,00
linalol (%) 101,77 101,62
terpineol (%) 102,78 102,42
D-citronelol (%) 103,76 104,17
nerol (%) 106,59 103,11
geraniol (%) 91,70 99,28

Tabla 20 Recuperaciones (n=2) obtenidas para los compuestos terpénicos estudiados
empleando cartuchos de SDB-L y LiChrolut EN, y diclorometano como disolvente
para la elucion.
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111.4.2.2.2 Optimizacion de las variables de extraccion

Se estudiaron 5 variables de extraccion que pueden influir considerablemente en
el proceso de extraccion: volumen de agua de lavado, tiempo de secado, volumen de
disolvente extractante, nivel de vacio aplicado en el sistema de extraccion y cantidad de
fase solida en el cartucho de extraccion. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

El empleo de una etapa de lavado con agua puede resultar interesante al permitir
eliminar los compuestos mas polares, como azucares, compuestos fendlicos y
compuestos glucosilados. Sin embargo, es necesario evaluar, en primer lugar, si el
volumen de agua que se empleara para lavar los cartuchos, afectard o no a la capacidad
de la fase solida para retener los compuestos terpénicos. Para ello se realizaron ensayos
en los que los cartuchos se lavaban con 0, 5 y 10 ml de agua. Puede comprobarse que en
todos los casos las recuperaciones medias totales son cuantitativas (véase tabla 21), por
lo tanto el volumen de agua empleado no afecta a la elucidon posterior de los terpenos.
Este comportamiento presenta la interesante ventaja de que, en funcion del contenido en
azucares de la muestra a analizar, se pueda lavar con distintos volimenes de agua para
asegurarse el lavado completo, sin que ello afecte a la recuperacion de los compuestos
de interés.

Volumen de Agua (ml)
Recuperacion media (%) 100,9+1,5 99,0 £2,3 100,1+ 4,1

Tabla 21 Porcentaje de recuperacion media, de todos los compuestos estudiados, con
cartuchos LiChrolut EN, empleando distintos volimenes de agua en el lavado.

Puesto que se realiza el lavado con agua, hemos de asegurarnos que no queden
restos de agua que puedan introducirse en el cromatdgrafo de gases. Para ello se hace
necesaria una etapa de secado. Se realizaron ensayos en los que se dejaba secar el
cartucho, bajo un vacio fijado, durante 10, 20 y 30 minutos. A la vista de los resultados
(tabla 22), podemos observar que la duracion del tiempo de secado no afecta de manera
notable a la recuperacion de los analitos, y que con 10 minutos se asegura un secado
adecuado del adsorbente y se reduce el riesgo de introducir agua en la CG, ademas de
acortar la duracion del método de extraccion.
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Tiempo de secado (min)
Recuperacion media (%) 99,8 +2,2 999+1,9 | 96,9+1,8

Tabla 22 Porcentajes de recuperacion media, de todos los compuestos estudiados, con
distintos tiempos de secado para eliminar restos de agua.

Para optimizar el volumen de diclorometano a emplear, se realizaron ensayos en
los que se recogian 4 fracciones de 1 ml sucesivamente, sin secado entre ellas. Tras su
analisis por CG, puede comprobarse que ya con el primer ml se obtienen recuperaciones
superiores al 85% para todos los compuestos (tabla 23), consiguiéndose en la siguiente
fraccion los porcentajes restantes, de forma que con 2 ml nos aseguramos que se
recuperan cuantitativamente todos los compuestos en estudio.

Compuesto \ ‘ 1? fraccion 2° fraccion 3? fraccion 4 fraccién
a-terpineno (%) 102,7 4.4 1,1 0,6
(+)-limoneno (%) 96,3 4,1 n.d. n.d.
y-terpineno (%) 96,0 3,3 n.d. n.d.
linalol (%) 100,2 1,4 n.d. n.d.
terpineol (%) 101,6 1,4 n.d. n.d.
D-citronelol (%) 99,8 0,9 n.d. n.d.
nerol (%) 1049 1,2 n.d. n.d.
geraniol (%) 118,9 n.d. n.d. n.d.

n.d. = no detectado.

Tabla 23 Porcentajes de recuperacion en las 4 fracciones consecutivas de 1ml de
diclorometano eluidas a partir de cartuchos LiChrolut EN.

Después de determinar el volumen de extraccion, es necesario comprobar también
si el vacio ejercido durante la etapa de elucion influye de forma significativa sobre las
recuperaciones de los compuestos de interés. Para ello se realizan ensayos donde se
ejerce un vacio de -0,33, -0,50, -0,67 atmosferas (tabla 24). Pudo comprobarse que las
recuperaciones de los analitos no se ven afectadas por el nivel de vacio aplicado. Puesto
que el vacio ejercido no afecta a la elucion completa de los analitos, pero si a la
duracién de la extraccion (cuanto mayor es el vacio ejercido mas se acelera el proceso),
optamos por emplear el mayor vacio permitido por el dispositivo (-0,67 atm).
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Vacio aplicado (atm) -0,33
Recuperacion media (%) | 99,8+ 1,7 93,1£2,0 | 1029+3,2

Tabla 24 Porcentajes de recuperacion media, de todos los compuestos estudiados, con
distinto nivel de vacio aplicado.

Finalmente, se estudiaron dos cantidades de fase solida en el cartucho de
extraccion: 200 y 500 mg. Las recuperaciones obtenidas para los compuestos terpénicos
individuales se muestran en la siguiente tabla:

Compuesto ‘ ‘Recuperaci()n media (%) | Recuperacion media (%)

LiChrolut EN 200 mg LiChrolut EN 500 mg
o-terpineno 101,14 91,23
(+)-limoneno 100,67 98,52
y-terpineno 94,43 102,14
linalol 107,32 86,93
terpineol 99,64 78,73
D-citronelol 105,41 80,87
nerol 109,39 79,74
geraniol 103,59 76,20

Tabla 25 Recuperaciones medias de los terpenos ensayados obtenidas con cartuchos de
LiChrolut EN de 200 y 500 mg.

A la vista de los resultados puede comprobarse que se encuentran recuperaciones
ligeramente superiores en los cartuchos de 200 mg. Probablemente para obtener los
mismos niveles usando 500 mg de relleno, seria necesario un mayor volumen de
disolvente, lo que a su vez produciria una dilucion de los analitos y por ello se decide
emplear los cartuchos de 200 mg.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, el método optimizado seria el siguiente:
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1. Acondicionamiento: 4 ml diclorometano, 4 ml MeOH, y 4 ml Agua-EtOH
(12% v/v).

2. Etapa de retencion: 50 ml de muestra en cartuchos de LiChrolut EN (200
mg).

3. Etapa de lavado y secado: 10 ml de agua, 10 minutos bajo -0,67 atm.

4. Etapa de elucién: 2 ml de diclorometano.

111.4.2.2.3 Propiedades analiticas del método

Las propiedades analiticas del método desarrollado se presentan en la siguiente
tabla:

Interv. Conc. L.D. L.C. ibili Reproducibilidad

Compuesto (ng 1™ ’ (ng 1™ (g1 L. (d.exr)n=5
a-terpineno 4-501,7 0,9998 1,13 3,73 99,93 4,87 7,66
(+)-limoneno 4-500,7 0,9996 2,10 7,00 97,01 5,86 5,20
y-terpineno 4-499,7 0,9998 2,13 7,13 96,78 4,41 7,98
linalol 5,3-678,3 1,0000 0,43 1,40 97,87 4,92 5,58
terpineol 5,7-728,0 0,9999 0,40 1,27 96,76 6,54 6,27
D-citronelol 7,0-863,7 0,9992 3,37 11,17 100,83 2,61 5,97
nerol 6,7-846,3 0,9990 0,73 2,47 97,08 6,31 5,97
geraniol 8,0-665,7 0,9994 0,33 1,07 97,59 6,20 6,63

Tabla 26 Propiedades analiticas del método optimizado.

Se empled el paquete estadistico Alamin® para determinar los limites de
deteccion (L.D.) y de cuantificacion (L.C.). Los L.C. resultantes son menores que los
niveles de estos compuestos habitualmente encontrados en vinos jovenes. Asimismo se
puede comprobar como el método optimizado presenta una buena repetibilidad y
reproducibilidad.
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111.4.2.2.4 Aplicacion a muestras reales (vinos)

Se analizaron 12 vinos comerciales usando el método desarrollado. El analisis por
CG se realizo tal como se indica en el apartado 11.3.2.4. Los cromatogramas obtenidos
son similares al presentado en la figura 66.

Como puede comprobarse se identificaron ademas otros compuestos presentes en
el extracto, concretamente algunos esteres y alcoholes.

L_ wwj..u%wuf | km w

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

tiempo (min)

Figura 66 Cromatograma tipico de un vino Moscatel: (1) linalol, (2) terpineol, (3) citronelol, (4) nerol.
(a) acetato de hexilo, (b) acetato de isoamilo, (c) isoamilico, (d) lactato de etilo, (e¢) 1-hexanol,
(f) trans-hexen-1-o0l, (g) octanoato de etilo, (h) isovaleriato de etilo, (i) succinato de dietilo, (j) alcohol
bencilico.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 27. Se utilizo el tiempo de
retencion y la deteccion por espectrometria de masas para identificar los compuestos
terpénicos en las muestras. Se recogieron dos fracciones de 2 mL de diclorometano de
cada una de las muestras, y en ninguna de las segundas fracciones se detectaron
compuestos terpénicos.
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Ademas, se realizaron reextracciones de los 50 ml de muestra eluida para
determinar si la fase solida era capaz de retener todos los terpenos de las muestras. No
se detectaron ninguno de estos compuestos en los reextractos.

Los mayores niveles de compuestos terpénicos se encontraron en vinos elaborados
a partir de la variedad de uva Moscatel (en color azul), principalmente debido a los
elevados niveles de terpineol que, en algunos vinos, representa mas del 50% de los
terpenos totales. El linalol y el terpineol son los compuestos presentes en todos los vinos
analizados, mientras que el nerol estd presente en 11 muestras.

Muestra 1 p) 3 4 5 | 6 AR 9 | 10
Castillo n.d. nd. | nd 21,4 15,5 n.d. 30,4 n.d. 67,3 23
Irache®
Original n.d. n.d. n.d. 15,6 107,0 | 28,47 n.d. n.d. 151,0 | 70,8
Muscat®
Marques de | 13,6 n.d. n.d. 49 6 n.d. 29,2 n.d. 53,7 11,2
Riscal®
Viiia n.d. nd. | nd. 102,9 146,1 22,8 25,8 n.d. 2977 | 49,1
Esmeralda®
Gran n.d. nd. | nd 26,8 102,2 22,5 319 | 77,11 | 260,5 | 39,2
Feudo®
Viiia n.d. nd. | nd 14,7 60,3 20,1 16,7 | 38,05 | 149,9 | 40,2
Mireia”
Cresta 8,8 n.d. n.d. 6,6 9,0 19,1 27,8 n.d. 71,3 12,6
Real®
Moscatel n.d. n.d. n.d. 59,5 115,4 22,2 15,8 n.d. 212,8 | 54,2
Dorado”
Tokaji tr nd. | nd 15,5 16,6 18,4 34,1 n.d. 93,3 17,8
Furmint®
Castillo 8,9 nd. | nd 9,0 13,7 17,1 23,0 | 64,15 | 1359 | 10,1
Aguarén’
Castillo de n.d. n.d. n.d. 87,1 75,0 27,4 18,5 n.d. 208,1 36
Liria"
Ribera del 4,5 nd. | nd. 5,6 7,0 18,0 85,1 n.d. 120,1 5,8
Puerto®

Variedades de uva: *: Chardonnay, b. Moscatel, “: Sauvignon Blanc, d. Verdejo, ©: Furmint, £, Garnacha,
€: Palomino-Macabeo.
n.d.: no detectado.  tr: trazas, por debajo del L.C.

Tabla 27 Concentraciones (ug/L) de compuestos terpénicos en vinos: 1: o-terpineno, 2:
Limoneno, 3: y-terpineno, 4: Linalol, 5: Terpineol, 6: Citronelol, 7: Nerol, 8: Geraniol, 9: Total, 10:
% de terpineol.
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Compuesto
Isobutanol + | + | + + + + + + + | + | + +
Acetato + + + + + + + = + + - +
isoamilo
3-Metil-1- T T T T r T T T T I T T
butanol
Hexanoato de + + + + + + + + A + e AL
etilo
Lactato de etilo | + + + + + + + + + + gs +
1-hexanol + + + + + + + + + + + +
3-hexenol + + + + = + = = + - + +
Octanoato de + + + + + + + + + uE AL +
etilo
Succinato de + + + + + + + + + + Ik +
dietilo
Acido B - | - |+ B - | - B I I N
hexanoico
Alcohol T T T T ol S S S S i S S
fenetilico
Malato de + + + + + + + + + + + >
dietilo
Acido + |+ [+ + [+ ]+ = - | -+ B +
octanoico
Acido + [+ [+ +1 -1+« +«1-1+1+71- B
decanoico
Succinato de + + + + + + + = + + + gs
etilo
Tyrosol + + + + IF I I - + + o +
Hexanal - - = = = = = - - - + -
Acetato de = = + = = = - - - - - -
hexilo
Decanoato de - = + - - - L - _ _ _ _
etilo
5-hidroximetil = = = = + = - + - - - -
furfural

+: presente, -: no presente

Tabla 28 Compuestos no terpénicos identificados en los vinos analizados. 1: Castillo de Irache,

2: Original Muscat,

3: Marques de Riscal,

4: Viiia Esmeralda,

5: Gran Feudo,

6: Viiia Mireia,

7: Cresta Real, 8: Moscatel Dorado, 9: Tokaji Furmint, 10: Castillo Aguaron, 11: Castillo de Liria,
12: Ribera del Puerto.
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En la tabla 28 se muestran algunos compuestos volatiles, no terpénicos,
identificados en esas mismas muestras de vino.

Se realiz6 asimismo el andlisis de componentes principales sobre los resultados
encontrados para los vinos comerciales analizados, encontrandose que los terpenos que
mayor peso ejercen en las componentes principales representadas son el terpineol y el
linalol en la CP1, y el geraniol en la CP2 (figura 67).

ACP Vinos Comerciales variable terpenos

«~$ geraniol
o
o -
citronelol terpineol &
a-terpineno o B
<@ nerol
<@ linalol

Figura 67 Representacion del ACP de la variable terpenos en los vinos comerciales analizados.

En funcién de esas componentes principales, se obtiene la clasificacion de los
vinos analizados mostrada en la figura 68.

En esta figura podemos comprobar que los vinos analizados se clasifican en dos
grupos bien diferenciados, uno formado por los vinos elaborados, total o parcialmente,
con la variedad Moscatel; y los que no se elaboran a partir de esa variedad.

Destaca ademds el hecho de que el unico vino tinto analizado (Castillo de
Aguardn), se encuentra separado del resto de vinos sin Moscatel.

Ademas, entre los vinos elaborados con la variedad Moscatel, se aprecia una
cierta diferenciaciéon en funcién de su composicion, segin sean monovarietales de
Moscatel, sean un coupage con otras variedades (Vifia Esmeralda, Vifia Mireia, etc..), o
incluso de los elaborados con otras variedades de Moscatel distintas de la tradicional
(Moscatel de Alejandria), como el Gran Feudo elaborado con 100% de Moscatel de
Frontignan (Moscatel de grano menudo).

259



Aplicacion de la EFS a la determinacion de terpenos y otros voldtiles en vinos

ACP Vinos Comerciales (clasificacion terpenos)

N
?5 m Gran Feudo

Castillo de Aguarén
.

a Vina Mireia

® Original Muscat

m Moscatel Dorado CP1

" Marqués Cresta Real
de Riscal ¢* ‘Tokaji Furm|nt

Riberadel  Castillo de _ NI
AU Irache | Castillo de Liria ha Esmeralda

Figura 68 Clasificacion de los vinos comerciales analizados en funcion de la variable terpenos

111.4.2.3 Aplicacion del método desarrollado a la determinacion de la fraccion
volatil de vinos jovenes monovarietales.

Siguiendo con los andlisis realizados para determinar la utilidad del método
desarrollado de EFS/CG, este se aplico en la determinacion de la composicion terpénica
y otros componentes del aroma de 23 vinos monovarietales correspondientes a 13
variedades de uva cultivadas en Jerez y elaboradas en diferentes condiciones de
vinificacion.

De esta manera se han determinado compuestos de tipo terpénico, ésteres, acidos
y alcoholes que permiten, en primer lugar, la caracterizacion de las variedades
estudiadas, y en segundo lugar la evaluacion de los efectos que distintas condiciones de
vinificacion tienen sobre algunos de estos compuestos.

En la tabla 29 se indican cuales son los vinos analizados, y cuales son los distintos
procesos de vinificacion que los diferencian. Ademas en algunas variedades se realizan
ensayos de riego.
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Variedad de uva Codigo asignado
Tipo de muestra
Chardonnay Chard
Secano (v.c.)
Cabernet Cabsauv
Sauvignon Secano (v.c.)
Garrido Garrido
Secano (v.c.)
Graciano Graciano
Secano (v.c.)
Moscatel Moscmal Moscmalr
Alejandria Secano (v.c.) Riego (v.c.)
Palomino Pno Pnor Pnoenz Pnomac
Secano (v.c.)* | Riego (v.c.) | Enz. glucosidasas Maceracion en frio
Palomino negro Pnoneg Pnonegbt Pnonegmc
Secano (v.c.)* Fermentado a baja temperatura Maceracion carbonica

Syrah Syrah
Secano (v.c.)
Tempranillo Temprani
Secano (v.c.)
Gewlirtztraminer Trami Tramimac
(Traminer) Secano (v.c.)* Maceracion en frio
Tintilla de Rota Tinrota Tinrotar
Secano (v.c.) Riego (v.c.)
Vijiriega Vijirieg
Secano (v.c.)
Viura Viura Viuramac Viuraenz

Secano (v.c.)*

Maceracion en frio

Enzimas glucosidasas

v.c.: vinificacion clasica *: testigos frente a los cuales se comparan los otros tipos de ensayos.

Tabla 29 Muestras analizadas, clasificadas en funcion de la variedad de uva y tipo vinificacién

Los extractos obtenidos se analizaron por CG (apartado 11.3.2.4) y los resultados
medios (n=2) se presentan en las tablas 30 (compuestos terpénicos) y 31 (esteres y

alcoholes).
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262

Muestra  g-terpineno linalol terpineol citronelol nerol geraniol

Chard 113,76 n.d. n.d. n.d. 30,42 n.d.
Cabsauv 101,61 16,35 n.d. n.d. n.d. n.d.
Garrido 108,59 7,09 n.d. n.d. 19,55 n.d.
Graciano 18,20 15,59 n.d. n.d. 90,79 n.d.
Moscmal 137,43 76,35 123,78 18,22 22,50 13,01

Moscmalr 132,85 86,89 89,17 18,70 37,91 12,65
Pno 133,99 9,72 5,26 n.d. 32,81 n.d.
Pnor 155,89 n.d. 3,86 n.d. 37,40 n.d.
Pnoenz 261,38 9,63 5,32 n.d. 35,76 n.d.
Pnomac 246,24 5,16 3,55 n.d. 21,84 n.d.
Pnoneg 69,09 6,35 4,15 n.d. 67,83 n.d.
Pnonegbt 84,81 n.d. 3,82 n.d. 61,85 n.d.
Pnonegmc 95,38 n.d. 4,37 n.d. 47,38 n.d.
Syrah 70,25 15,81 3,90 n.d. 96,78 n.d.
Temprani 21,07 14,49 n.d. n.d. 100,33 n.d.
Trami 147,65 13,32 15,91 n.d. 18,91 n.d.
Tramimac 127,68 49,63 47,31 31,44 47,95 n.d.
Tinrota 55,64 8,99 3,89 n.d. 52,47 n.d.
Tinrotar 63,18 13,18 5,25 n.d. 72,48 n.d.
Vijirieg 110,95 n.d. n.d. n.d. 16,62 n.d.
Viura 122,13 8,90 n.d. n.d. 29,47 n.d.
Viuramac 140,11 10,87 n.d. n.d. 45,67 n.d.
Viuraenz 84,08 9,95 4,25 n.d. 28,08 n.d.

n.d.: no detectado

Tabla 30 Concentraciones de compuestos terpénicos (ng/L) en los vinos ensayados.
El significado de las claves identificativas de las muestras viene indicado en la tabla 29.
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Acet. Hexan. Isoval. Decan. Succin. Alcohol Lact. de 1-
Muestra de hexilo de etilo @ deetilo deetilo| de dietilo fenetilico etilo hexenol

(1) (2) 3) 4) (5) (6) (7) (8
Chard 3802,71 625,76 n.d. 749,83 1609,95 19836,91 6683,07 1554,25
Cabsauv 8413,56 n.d. 71,60 517,75 8869,60 142180,14 | 6851,06 3246,48
Garrido 4957,09 809,44 n.d. 934,18 3376,98 30692,43 2759,36 725,63
Graciano | 11852,74 270,90 64,66 536,53 7249,23 89780,62 6129,16 1902,19
Moscmal | 4569,87 181,74 n.d. n.d. 3540,18 640347,49 1543,56 1148,78
Moscmalr | 723539 227,57 n.d. 734,42 4903,32 74758,86 1716,09 1414,54
Pno 3101,10 184,67 42,52 636,11 3670,12 60036,30 1546,39 967,46
Pnor 3845,81 933,20 n.d. 686,01 506,39 27075,32 1536,13 584,25
Pnoenz 3248,63 n.d. n.d. 618,46 2550,83 42902,18 5915,64 1469,58
Pnomac 1995,47 n.d. 31,34 459,01 1464,19 21314,65 3913,86 588,82

Pnoneg 9009,18 766,71 60,11 559,27 5700,90 58825,22 | 11029,67 | 2589,78
Pnonegbt | 8693,56 688,12 93,41 530,26 4205,79 47176,33 [ 12404,56 | 2853.,44
Pnonegme | 6029,73 672,24 108,98 | 612,76 6680,80 39742,41 11753,26 | 689,72

Syrah 11428,61 691,99 72,74 532,53 5195,39 67844,04 8876,04 1968,87
Temprani | 11333,78 240,13 76,38 569,75 9733,79 | 127133,60 | 8383,83 | 2484,65

Trami 3470,72 n.d. n.d. 845,20 986,22 15348,14 2648,54 1118,66
Tramimac | 6646,08 820,62 52,50 604,28 3562,64 23374,41 15216,11 | 2277,38

Tinrota 5256,09 509,41 44,75 386,81 3477,56 38920,62 4548,58 1070,22

Tinrotar | 9366,48 779,25 67,55 511,57 6759,96 61095,50 | 10156,49 | 1788,34

Vijirieg 4128,10 n.d. 40,27 687,96 3831,27 43983,00 1839,51 999,82
Viura 5968,06 201,33 n.d. 684,75 1704,35 35831,32 7231,25 1446,78
Viuramac | 6364,85 184,92 48,85 636,97 4076,93 34748,33 2057,12 915,60
Viuraenz | 5510,98 n.d. n.d. 529,65 1954,62 36041,16 6860,85 1581,52

n.d.: no detectado

Tabla 31 Concentraciones de esteres y alcoholes (ng/L) en los vinos ensayados.

Los datos obtenidos son analizados para determinar tanto su variabilidad entre las
distintas variedades de uva, como la posible influencia en las mismas de las condiciones
de vinificacion y cultivo que se han ensayado.

Al realizar un andlisis de agrupaciones de todas las muestras analizadas,
empleando como variables los compuestos de tipo terpénico, se obtuvo el dendograma
de la figura 69. En esta representacion puede verse como los terpenos permiten una
agrupacion caracteristica de las variedades analizadas.
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Aplicacion de la EFS a la determinacion de terpenos y otros voldtiles en vinos

En primer lugar se puede distinguir un grupo bastante homogéneo formado por la
gran mayoria de las variedades blancas. A continuacidon se encuentra otro grupo mas
heterogéneo, en el que se puede distinguir un subgrupo constituido por las variedades
tintas autoctonas (Tintilla de Rota, Palomino negro) bastante diferenciado del subgrupo
formado por las otras variedades tintas no autdctonas (Graciano, Tempranillo, Syrah).
También se distinguen otros subgrupos formados por la variedad tinta Cabernet
Sauvignon, otro correspondiente a la variedad Palomino, y un ultimo grupo donde se
integran las variedades mas aromaticas: Moscatel (secano y riego) y Traminer
maceracion, estando este grupo completamente separado del resto de vinos analizados.

Diagrama de arbol para los 23 casos variable terpenos
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Figura 69 Dendograma representando la agrupacion existente, en funcién de terpenos, de las
variedades analizadas.

Son también muy interesantes los efectos de los procesos de maceracion pelicular
y el empleo de enzimas glucosidasas en la vinificacion. En cuanto a la maceracion en
frio, hay que recordar que tiene como objetivo fundamental el incremento de los
fenomenos de extraccion desde las partes solidas, particularmente de los terpenos y
otros compuestos aromaticos presentes en las uvas.
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Los resultados muestran que los efectos de este proceso, en cuanto a terpenos, son
totalmente dependientes de la variedad empleada. Asi, mientras las modificaciones son
minimas en la variedad Viura (lineas en rojo), para la variedad Palomino (lineas en
naranja) y Traminer (lineas en verde) si que son notables.

Algo similar ocurre con el empleo de enzimas con actividad glucosidasa. Asi,
mientras en la variedad Palomino hay un claro efecto (lineas en naranja), para la
variedad Viura nuevamente los efectos son menores (lineas en rojo).

Influencia de la maceracién y el tratamiento con enzimas
glucosidasas en los compuestos terpénicos de los vinos
elaborados con las variedades Viura, Palomino y Traminer

60,00+
testigo
40,001 atestigo
= @ maceracion
=1
g O enzimas
20,00+
0,00 ‘ ‘ ‘ : :
promedio promedio promedio
terpenos terpenos terpenos

Viura Palomino Traminer

Figura 70 Influencia de los distintos tratamientos sobre la composicion terpénica de las
variedades Palomino, Gewiirtztraminer (Traminer) y Viura.

En general, en la figura 70 se observa que la maceracion conduce a un
incremento del promedio de los compuestos terpénicos analizados en las tres
variedades, especialmente de Palomino y Traminer. En cuanto al empleo de enzimas

glucosidasas, se comprueba que es efectiva en el caso de la variedad Palomino, pero no
en la variedad Viura.
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Aplicacion de la EFS a la determinacion de terpenos y otros voldtiles en vinos

Si ademas se evalua la variacion de los terpenos entre los 23 tipos de vinos
analizados (figura 71), puede observarse que se registran tres tipos de comportamiento.
Tanto el gamma-terpineno, como el nerol, presentan poca similitud, tanto entre ellos,
como con el resto de los terpenos, que, a su vez, si tienen un comportamiento muy
similar entre todas las variedades analizadas. Esto nos lleva a concluir que deben ser
estos dos primeros compuestos los que reflejen las diferencias entre los vinos
analizados.

Diagrama de arbol para las 6 variables terpenos
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Figura 71 Dendograma representando la agrupacion de las compuestos terpénicos en los 23
casos evaluados.

Para corroborar los resultados obtenidos con los dendogramas y comprobar cuales
son los terpenos que permiten la diferenciacion de las variedades ensayadas, se realiza
un andlisis de componentes principales (ACP) en los 23 vinos analizados. Los
resultados obtenidos se presentan en la grafica 72.
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ACP Vinos Monovarietales variable terpenos

CP2

nerol

PN terpineol

< linalol

gcitronelol
TPgeraniol

CP1

g-terpineno ¢

Figura 72 Representacion del analisis de componentes principales, variable terpenos, de los

23 vinos analizados.

Con este ACP se puede establecer una clasificacion de las muestras analizadas

tal como se muestra en la figura 73.

APC Vinos Monovarietales (clasificacion terpenos)

N
& = Mosc
- Mosc-riego
= [ram-mac
T.R-riego Gar
Gra‘ T.R.  Viu-enz|C.S. g
1 Temp' Syr’o' S pViu-test® Tram ’ ’ [
P.N.® o 9 P—iest _
P.N P.N. [vij viu-naE €90 o & Penz
b.t. m.C. "|Char P-mac

Figura 73 Clasificacion de los vinos analizados en funcién de las CP 1 y 2 para la variable
terpenos. Gra: Graciano, Temp: Tempranillo, Syr: Syrah, T.R.:Tintilla de Rota, P.N.: Palomino
Negro, Gar: Garrido, C.S: Cabernet Sauvignon, Viu: Viura, Vij: Vijiriega, Char: Chardonnay,
P: Palomino, Mosc: Moscatel. Con mac se indica maceracion, con b.t: baja temperatura y con

m.c.: maceracion carbonica
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Se puede comprobar como con las componentes principales obtenidas en el ACP,
se aprecia una separacion entre los vinos considerados mas aromaticos (Traminer y
Moscatel) y el resto de variedades analizadas.

La diferenciacion entre variedades aromadticas y no aromaticas se refleja en la
CP2, que como se puede ver en la figura 72, es donde terpineol y linalol presentan una
mayor contribucion, siendo practicamente nula la contribucion de los otros terpenos.
Seran por tanto terpineol y linalol los terpenos mas directamente responsables de las
caracteristicas diferenciadoras de las variedades aromaticas. En el caso de la CP1 el
compuesto que presenta mayor contribucion es el gamma-terpineno.

En cuanto a otros compuestos volatiles (tabla 31), entre los 23 vinos analizados se
han encontrado dos grupos de compuestos de caracter diferenciado. El primero de ellos
formado principalmente por ésteres etilicos de acidos grasos y el segundo por otros
compuestos relacionados con el proceso de maceracion, tal como se aprecia en la figura
74.

Diagrama de arbol para las 8 variables volatiles no terpénicos

ACET_HEX

HEXENOL

SUCCIN_D

FENETIL

HEXAN_ET

ISOVA_ET

LACT_ET —

DECAN_ET

1 2 3 4 5 6 7 8

distancia de unién

Figura 74 Dendograma representando la agrupacion de las compuestos no
terpénicos en los 23 casos evaluados.
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Asimismo puede comprobarse que estos compuestos se ven afectados por las
condiciones de vinificacion orientadas a la obtencion de mayores aromas varietales, de
forma que tanto la maceracion prefermentativa, como el empleo de enzimas con
actividad glucosidasa, puede influir en los niveles de los mismos, en este ultimo caso
como consecuencia de la actividad esterasa que suele registrarse junto a la actividad
glucosidasa.*’

Influencia del tratamiento con enzimas glucosidasas en los compuestos volatiles
no terpénicos de los vinos elaborados con las variedades Viura y Palomino

SOOO’OOW
4000,00+
= 3000,00- o testigo
o m enzimas
£ 2000,00+
1000,00+
0,00
promedio promedio promedio promedio
esteres alcoholes esteres alcoholes
Viura Palomino

Figura 75 Influencia del tratamiento con enzimas glucosidasas en los compuestos volatiles no
terpénicos de los vinos elaborados con las variedades Viura y Palomino.

A la vista de esta figura 75 puede comprobarse que en los vinos analizados no se
observa una influencia clara de la actividad esterasa de las enzimas glucosidasas, puesto
que mientras que en el caso de la variedad Viura se aprecia una ligera disminucion en el
contenido de los esteres, en el caso de la variedad Palomino, se aprecia un incremento.
Se trata por tanto de enzimas con una actividad esterasa débil o nula.

En el caso de la maceracion tampoco parece existir un efecto claro de la influencia
que la maceracion en frio prefermentativa tiene en las variedades ensayadas, como
cabria esperar (véase figura 76). Ademas este comportamiento es distinto entre ambas
variedades. Asi, en el caso de la variedad Viura, se aprecia el aumento de algunos
compuestos (acetato de hexilo, isovaleriato de etilo y succinato de dietilo), una
disminucién ligera (con mayor o menor intensidad) para los compuestos hexanoato de
etilo, decanoato de etilo, alcohol fenetilico y 1-hexenol, mientras que el lactato de etilo
disminuye de forma considerable en los vinos obtenidos a partir de mostos con
maceracion.
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Aplicacion de la EFS a la determinacion de terpenos y otros voldtiles en vinos

Sobre la variedad Traminer se aprecia una mayor influencia, de forma que son
mas acusados los incrementos de todos los compuestos, con dos excepciones: la del
isovaleriato de etilo que no varia, y del decanoato de etilo, en el que se produce una
ligera disminucion.

Influencia de la maceracion en los compuestos volatiles no
terpénicos de los vinos elaborados con las variedades Viura y

Traminer
5000+
4000
o testigo
o 30001 9%
E‘» @ maceracion
€ 2000/
1000+
0 ‘ ; :
promedio promedio promedio promedio
esteres alcoholes esteres alcoholes
Viura Traminer

Figura 76 Influencia de la maceracion en frio en los compuestos volatiles no terpénicos de los
vinos elaborados con las variedades Viura y Gewiirtztraminer.

De esta forma, si se evaltian las agrupaciones que se forman en funcioén de estos
compuestos volatiles no terpénicos, entre los 23 vinos estudiados, puede apreciarse una
diferenciacion en funcién de que se trate de vinos blancos y tintos, y del grado de
maceracion (figura 77).

Los grupos formados pueden justificarse al evaluar la influencia que el tipo de
vinificacion (en blanco o tinta) y la maceracion, tiene en la composicion promedio de
estos compuestos volatiles (figura 78).
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Diagrama de arbol para los 23 casos de las variables volatiles no terpénicos
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Figura 77 Dendograma que representa la agrupacion existente, en funcion de los compuestos
volatiles no terpénicos, de los vinos ensayados.

Promedio de la composicion volatil no terpénica
variedades blancas vs. tintas

O blancas

W tintas

mcg/L
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compuesto

Figura 78 Influencia del tipo de vinificacion en los compuestos volatiles no terpénicos de los
variedades ensayadas.
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Este agrupamiento observado en el dendograma anterior se repite al representar
los resultados del andlisis de componentes principales, clasificandose de esa forma los
vinos analizados en variedades blancas y tintas, con la unica excepcion de la variedad
Tintilla de Rota que aparece en el grupo de las variedades blancas, tal como se aprecia
en la figura 79.

APC Vinos Monovarietales (clasificacion volatiles)
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Figura 79 Clasificacion de los vinos analizados en funcién del ACP de la variable compuestos
volatiles no terpénicos. Gra: Graciano, Temp: Tempranillo, Syr: Syrah, T.R.:Tintilla de Rota,
P.N.: Palomino Negro, Gar: Garrido, C.S: Cabernet Sauvignon, Viu: Viura, Vij: Vijiriega,
Char: Chardonnay, P: Palomino, Mosc: Moscatel. Con mac se indica maceracion, con b.t: baja
temperatura y con m.c.: maceracion carbénica.

Asimismo puede comprobarse que la diferenciacion entre vinificacién con y sin
maceracion se debe fundamentalmente a los compuestos alcohol fenetilico, acetato de
hexilo, succinato de dietilo y lactato de etilo, que son los que mayor peso tienen en las
componentes principales, y que ademas se corresponden con el agrupamiento que se
aprecia en la figura 80.

Esta diferenciacion se debe a que los procesos de maceracion hacen que se

incremente, por ejemplo, tanto el hexenol, como alguno de sus esteres derivados
(acetato de hexilo) en los vinos elaborados mediante maceracion con las partes sélidas.
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APC Vinos Monovarietales (volatiles)

[© lactato etilo

CP2

®acetato hexilo

¥ succinato dietito
o hexen-1-ol
Lhexanoato etilo

CP1

isovaleriato etilo
decanoato etilo

fenetilico®

Figura 80 Representacion del analisis de componentes principales, variable volatiles no

terpénicos, de los 23 vinos analizados.

Finalmente se realiza el andlisis de agrupaciones correspondiente a todas las
variables (compuestos terpénicos y no terpénicos) en las 23 muestras de vino

estudiadas:

Diagrama de arbol para las 14 variables (terpenos y volatiles no terpénicos)
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Figura 81 Dendograma representando la agrupacion de todas las variables estudiadas (terpenos
y compuestos no terpénicos) en los 23 casos evaluados.
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En general, se aprecian dos grupos: un primer grupo formado por todos los
compuestos terpénicos, salvo el nerol, que presenta un comportamiento mas similar al
del segundo grupo, constituido por los compuestos no terpénicos.

Podemos concluir indicando que los compuestos terpénicos parecen mostrar el
mismo tipo de variacion entre las distintas muestras, sin que se aprecie una clara
influencia de la maceracion o de otros tratamientos en su composicién, aunque si en
funcioén de la variedad de uva empleada.
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Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el trabajo presentado en esta
memoria, se pueden enumerar las siguientes conclusiones:

a) En relacion a la extraccidn con fluidos presurizados:

1) Se ha determinado la estabilidad y la extractabilidad de distintos compuestos
fenolicos (pertenecientes a varias familias) en condiciones de extraccion a alta presion y
temperatura, y se ha comprobado que las recuperaciones medias en metanol para todos
los compuestos extraidos estan en torno al 90%, con las excepciones de la catequina,
epicatequina a 150°C.

2) Se ha puesto a punto un método de extraccion con fluidos presurizados para la
extraccion de compuestos polifendlicos. La aplicacion del método a muestras reales de
orujo (hollejos y pepitas) ha permitido la determinacion de compuestos fenodlicos
mayoritarios presentes en ellas (acido caftarico, acido galico, catequina, epicatequina).

Esta informacion se considera interesante tanto desde un punto de vista analitico

como para su uso en el desarrollo de procesos de recuperacion de estos compuestos a
partir de residuos de vinificacion.

b) En relacion al desarrollo de métodos rdpidos para el analisis de polifenoles:

3) Se ha puesto a punto un método de extraccion con fluidos presurizados para la
extraccion de catequinas en distintos tipos de muestras, rapido (en torno a los 10
minutos) y reproducible, y se ha optimizado el método cromatografico para su
determinacion mediante la deteccion fluorimétrica
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Conclusiones

Al comparar este método con la extraccion asistida por ultrasonidos o con
agitacion magnética, se ha comprobado que la extraccion con fluidos presurizados es la
técnica que proporciona los mejores resultados.

4) Se han evaluado los niveles de catequinas que pueden ser potencialmente
extraibles durante la vinificacion. Se ha encontrado un comportamiento homogéneo
para la evolucién de catequina y epicatequina en las variedades de uva analizadas
durante su maduracion.

5) Asimismo, se ha comprobado que la extractabilidad de estos compuestos no se
ve afectada cuando las muestras se someten a una liofilizacion previa para eliminar el
agua de las mismas, y que, de hecho, ésta se ve favorecida. De forma que la liofilizacién
ademas de permitir conservar las muestras, permite incrementar las recuperaciones de
los compuestos de interés al facilitar la accesibilidad del disolvente hacia los mismos.

c¢) En relacion al aumento de la selectividad mediante acoplamiento de técnicas:

6) Se ha comprobado que el acoplamiento directo entre la EFP y EFS permite la
separacion de los compuestos fenolicos del resto de otros compuestos presentes en la
uva, especialmente azucares. El método completo se desarrolla bajo atmdsfera inerte, y
el acoplamiento de ambas técnicas permite reducir el manejo de las muestras y, por
tanto, la posibilidad de degradacion de los compuestos extraidos.

7) La aplicacion del método de EFP-EFS sobre muestras de uvas liofilizadas
permite: la determinacion de compuestos fenolicos en uvas, de interés por sus
implicaciones tecnoldgicas en la vinificacion (relacionados con la sensibilidad al
pardeamiento) en el caso de los ésteres caftarico, cis-cutarico, trans-cutarico, catequina,
0 epicatequina, o por sus implicaciones bioldgicas en cuanto a su actividad fisioldgica
en el organismo en el caso del trans-resveratrol.
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d) En relacién a la determinacion de glucdsidos en uvas a lo largo de la maduracion:

8) Se ha aplicado el método habitual por primera vez sobre muestras de uva
liofilizadas. De esta forma se ha estudiado la evolucion de estos compuestos
(precursores aromaticos) a lo largo de la maduracién en distintas variedades de uvas
(autoctonas, nacionales y universales) cultivadas en la zona de Jerez, durante dos afos
consecutivos.

9) Se ha comprobado que para las muestras analizadas no es posible la estimacion
de los valores de la cantidad total de compuestos glicosilados en funcién de los
parametros analizados de forma rutinaria.

10) Ademés se ha puesto de manifiesto la influencia determinante que las

condiciones climaticas tienen en el desarrollo de la uva y de los compuestos presentes
en ellas que determinaran la calidad del producto a obtener.

e) En relacion a la determinacion de terpenos y otros voldtiles:

11) Se ha desarrollado un método rapido de andlisis cuantitativo de terpenos en
vinos mediante la extraccion en fase solida. Tras evaluar distintos disolventes y fases
solidas, se ha seleccionado el diclorometano y la fase sélida basada en estireno-
divinilbenceno como la mejor combinacidon. Se ha realizado la optimizacion de las
variables de extraccion y se ha desarrollado un método que ha permitido la
determinacion de terpenos en vinos comerciales y vinos joévenes monovarietales
(algunos de ellos elaborados con distintas variantes tecnoldgicas).

12) Ademas se han identificado y cuantificado otros compuestos volatiles (esteres,
alcoholes) presentes en estas muestras, y se ha evaluado la influencia que las distintas
practicas enologicas llevadas a cabo durante la vinificacion tienen en la componente
aromatica de estos vinos.
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Conclusiones

Finalmente conviene destacar que los métodos desarrollados aplicando las
técnicas de extraccion mencionadas, ademas de ayudar a obtener mayor informacion de
compuestos de interés enoldgico, pueden abrir un camino hacia la utilizacion de algunas
de estas técnicas de extraccion para la diversificacion industrial enologica, como la
recuperacion de componentes de interés diverso a partir de residuos de la vinificacion.
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Anexo |

Representacion whisker & plot de las recuperaciones de los distintos patrones
durante el estudio de la estabilidad de los mismos a altas temperaturas, se representa la
recuperacion media, la recuperacion media + desviacion estandar y la recuperacion
media =+ 1,96 x desviacion estandar.
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Anexo 11

Parametros clasicos de control durante la maduracion de las distintas variedades de uva
estudiadas en el afio 2002 (aportados por el CIFA “Rancho de La Merced” de Jerez de la
Frontera):

GARRIDO

Dia de °Bé AT.(glL) pH  Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién
19/07/02 6,0 22,59 2,79 12,29 2,19 10,79 3,72
26/07/02 6,8 14,79 2,9 10,53 2,27 12,43 6,76
02/08/02 7,5 13,14 3,03 11,13 2,39 13,96 8,83
09/08/02 7.8 10,26 3,1 11,03 2,55 14,43 11,89
16/08/02 8,4 8,72 3,09 9,65 2,87 13,07 15,48
23/08/02 8,7 7,39 3,15 8,97 2,92 16,19 19,21
30/08/02 9,2 6,74 3,18 8,38 3,22 15,27 22,55

Garrido Moscatel de Alejandria
MOSCATEL DE ALEJANDRIA (MALAGA O GRANO GRUESO)
Dia de °Bé A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico | medio seco (%) maduraciéon

19/07/02 6,3 17,25 2,87 11,37 2,28 12,47 5,22

26/07/02 7,9 11,99 3,12 10,05 2,02 15,60 10,34
02/08/02 8,5 8,97 3,18 9,15 2,86 16,39 15,38
09/08/02 9,4 7,78 3,23 9,39 3,07 17,21 20,05
23/08/02 | 10,8 7,28 3,27 9,03 3,35 18,26 26,65
29/08/02 | 10,7 6,18 3,32 8,05 2,83 18,31 29,77
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PALOMINO FINO
Dia de A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién
26/07/02 8,8 8,40 3,17 8,93 1,91 17,92 17,02
02/08/02 | 10,3 6,31 3,25 8,22 1,95 18,07 27,73
09/08/02 | 10,4 5,45 3,34 7,44 2,10 19,79 32,66
16/08/02 | 11,8 5,32 3,38 7,84 2,21 21,29 38,91
23/08/02 | 12,6 5,34 3,51 7,88 2,18 21,07 42,32

Palomino Fino

Palomino Fino riego

PALOMINO FINO RIEGO

Dia de A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico | medio seco (%) maduraciéon
26/07/02 7,6 10,65 3,22 6,81 2,51 13,08 11,17
02/08/02 8,1 7,01 3,44 5,98 2,67 15,66 18,54
09/08/02 9,0 5,42 3,48 5,99 2,77 16,49 27,31
16/08/02 | 10,2 4,78 3,55 6,08 2,67 16,06 36,40
23/08/02 | 10,5 4,33 3,70 6,05 2,82 17,44 41,57
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VUIRIEGA
Dia de °Bé AT.(glL) pH  Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién
26/07/02 6,9 16,94 2,92 9,07 2,23 11,91 6,08
02/08/02 7,5 12,91 3,07 8,03 2,66 13,98 8,99
09/08/02 7,7 10,62 3,13 7,16 2,58 13,69 11,30
23/08/02 9,4 8,34 3,18 7,57 2,83 16,89 18,71
30/08/02 9,4 7,73 3,13 8,52 2,88 17,48 20,18
04/09/02 | 10,4 7,02 3,25 7,25 2,72 19,28 25,32

Vijiriega Viura
VIURA
Dia de A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico | medio seco (%) maduraciéon
26/07/02 5,9 17,25 2,85 11,16 1,31 13,35 4,81
02/08/02 7,2 13,12 3,04 10,80 1,11 14,01 8,46
09/08/02 8,2 8,60 3,07 8,50 1,50 15,81 15,23
16/08/02 9,2 7,70 3,12 9,15 1,65 15,26 19,74
23/08/02 | 10,2 6,30 3,16 8,20 1,90 18,10 27,62
30/08/02 | 10,6 5,63 3,19 7,75 2,01 18,46 32,50
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Parametros clasicos de maduracion

CHARDONNAY
Dia de °Bé A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién

12/07/02 8,8 18,70 2,95 10,06 1,23 15,24 7,65

19/07/02 | 10,5 13,37 3,17 10,19 1,21 17,06 13,46
26/07/02 | 11,6 10,25 3,25 8,80 1,29 19,38 19,90
02/08/02 | 12,8 8,34 3,40 9,13 1,32 21,61 27,34
06/08/02 | 12,8 7,72 3,46 8,92 1,32 21,95 29,53

Chardonnay Sauvignon Blanc

SAUVIGNON BLANC
Dia de : A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico | medio seco (%) maduraciéon
12/07/02 7,1 24,84 2,84 12,25 1,03 12,47 4,35
19/07/02 9,0 17,28 2,96 11,30 1,29 16,33 8,56
26/07/02 9,9 11,35 3,08 9,38 1,50 16,79 14,71
2/08/02 | 10,4 9,55 3,27 8,75 1,54 19,11 18,64
9/08/02 | 11,2 7,00 3,42 8,14 1,62 20,80 27,86
13/08/02 | 11,7 6,65 3,37 7,47 1,80 19,26 30,83
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GEWURTZTRAMINER (TRAMINER)
Dia de °Bé A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
maduracion

muestreo tartarico medio  seco (%)

12/07/02 8,0 15,53 3,16 10,83 1,26 15,52 8,18
19/07/02 10,3 11,56 3,25 10,30 1,44 17,09 15,14
26/07/02 10,6 8,27 3,36 9,26 1,41 17,06 22,13
1/08/02 11,5 6,69 3,52 8,50 1,55 20,40 30,19

Gewlirztraminer Graciano
GRACIANO
Dia de 2 A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién
2/08/02 8,8 15,77 2,91 13,47 1,24 18,10 9,06
9/08/02 10,4 11,94 2,99 11,15 1,28 20,00 14,91
16/08/02 11,1 10,07 3,08 11,79 1,35 21,46 19,27
30/08/02 12,5 7,86 3,24 10,47 1,34 24,82 28,37
5/09/02 13,2 6,29 3,26 9,02 1,47 25,98 38,00
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PALOMINO NEGRO

Dia de °Bé AT.(g/lL) pH @ Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio  seco (%) | maduracién
12/07/02 9,2 14,55 2,90 6,75 1,45 15,18 10,45
19/07/02 10,5 10,38 3,20 6,45 1,71 16,67 17,34
26/07/02 11,5 7,79 3,26 5,83 1,78 20,31 25,93
02/08/02 12,1 6,11 3,50 5,96 1,92 22,89 35,18

Palomino Negro Tempranillo
TEMPRANILLO

Dia de °Bé A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico | medio seco (%) maduraciéon
19/07/02 7,0 17,37 2,92 8,58 1,61 15,31 6,10
26/07/02 8,2 11,87 3,06 8,23 1,71 19,11 11,04
02/08/02 8,8 8,10 3,21 6,98 1,75 19,76 17,65
09/08/02 9,2 7,44 3,25 7,42 1,86 20,47 20,43
16/08/02 11,0 6,10 3,28 7,15 2,02 22,16 31,31
30/08/02 11,7 4,74 3,40 6,03 2,26 22,80 4325
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TINTILLA DE ROTA

Dia de °Bé AT.(glL) pH  Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién

2/08/02 10,0 17,55 2,97 17,55 1,43 18,75 9,69

9/08/02 10,4 13,59 3,05 13,59 1,49 19,46 13,10
16/08/02 12,0 10,66 3,13 10,66 1,48 19,21 19,89
30/08/02 12,5 7,90 3,29 7,90 1,58 22,93 28,23

Tintilla de Rota Cabernet Sauvignon
CABERNET SAUVIGNON

Dia de A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién
26/07/02 8,9 16,89 2,95 11,30 0,80 18,09 8,64

2/08/02 9,2 12,41 3,07 10,00 0,79 19,56 12,25

9/08/02 10,8 9,95 3,19 9,60 0,92 20,09 18,69
16/08/02 11,5 9,16 3,26 10,46 0,90 22,68 22,05
30/08/02 12,9 6,77 3,38 8,83 1,01 23,31 34,12
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Parametros clasicos de maduracion

SYRAH

Dia de °Bé AT.(glL) pH  Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién
19/07/02 8,4 17,12 3,02 10,30 1,17 14,87 7,88
26/07/02 9,0 12,89 3,05 9,61 1,50 15,95 11,48
02/08/02 9,6 10,25 3,22 9,61 1,51 18,22 15,8
09/08/02 10,6 8,37 3,38 9,19 1,55 18,99 21,86
16/08/02 12,0 8,02 3,44 9,75 1,54 21,03 26,43

Syrah

Parametros clasicos de control durante la maduracion de las distintas variedades de uva
estudiadas en el afio 2003 (aportados por el CIFA “Rancho de La Merced” de Jerez de la

Frontera):
MOSCATEL DE ALEJANDRIA (MALAGA O GRANO GRUESO)

Dia de °Bé A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico | medio seco (%) maduraciéon
22/07/03 6,8 16,61 2,92 10,05 2,47 13,39 6,02
29/07/03 8,1 12,12 3,09 9,58 2,39 13,46 10,73
05/08/03 10,3 11,79 3,20 11,57 2,44 18,00 14,80
12/08/03 12,2 7,93 3,50 9,84 2,66 22,19 27,24
19/08/03 13,5 7,37 3,55 9,42 2,39 22,35 33,11
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PALOMINO FINO

Dia de AT.(g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién
22/07/03 9,2 9,22 3,10 9,54 2,25 15,62 16,49
29/07/03 10,8 7,47 3,27 9,60 2,23 18,72 24,89
05/08/03 12,6 6,95 3,39 10,44 2,26 19,88 32,51
12/08/03 13,5 5,60 3,52 8,84 1,93 22,62 47,84

PALOMINO FINO RIEGO

Dia de A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién
22/07/03 8,4 10,56 3,10 8,35 2,23 12,85 12,78
29/07/03 9,7 7,18 3,31 8,18 2,34 17,16 22,70
05/08/03 10,1 5,40 3,46 7,29 2,09 17,93 31,85
12/08/03 11,2 4,94 3,54 7,66 2,18 20,69 39,47

VUIRIEGA

Dia de A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién
22/07/03 5,7 22,89 2,74 9,81 2,03 11,05 3,49
29/07/03 6,9 17,44 2,90 10,00 2,03 13,06 5,81

5/08/03 8,6 11,39 3,07 9,48 2,60 14,90 12,29
12/08/03 10,0 9,29 3,33 9,25 2,56 16,33 18,30
19/08/03 10,5 7,26 3,35 8,31 2,52 18,51 24,79

CHARDONNAY

Dia de A.T. (g/L) pH Acido Residuo indice

muestreo tartarico seco (%) | maduracion
22/07/03 10,5 14,23 3,17 9,09 1,10 18,87 12,65
29/07/03 13,0 8,82 3,41 9,35 1,29 20,63 26,53
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SAUVIGNON BLANC
Dia de °Bé AT.(g/lL) pH @ Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) | maduracién
22/07/03 9,8 17,80 2,98 10,49 1,47 18,00 9,21
29/07/03 10,9 13,62 3,16 9,45 1,57 21,34 13,80
05/08/03 13,0 10,60 3,31 10,67 1,44 25,93 22,08
GEWURTZTRAMINER (TRAMINER)
Dia de A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio  seco (%) | maduracién
22/07/03 10,6 9,92 3,30 8,59 1,30 17,28 18,45
29/07/03 11,5 7,26 3,56 7,21 1,45 21,08 27,82
GRACIANO
Dia de AT.(g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico | medio seco (%) maduraciéon
29/07/03 9,5 17,73 2,90 14,77 1,00 18,87 8,88
05/08/03 13,0 12,17 3,03 13,67 0,93 22,75 19,22
12/08/03 | 14,30 8,38 3,27 9,82 0,96 26,45 31,38
19/08/03 14,7 7,68 3,30 9,20 0,87 28,64 35,42

PALOMINO NEGRO

Dia de A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién
22/07/03 11,2 9,65 3,30 6,00 1,74 20,19 20,21
29/07/03 11,9 7,73 3,42 6,45 1,72 20,66 27,17
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TEMPRANILLO

Dia de AT.(g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico | medio seco (%) maduraciéon
22/07/03 8,7 12,49 3,06 7,35 2,07 17,75 11,37
29/07/03 9,8 8,69 3,25 6,47 2,27 19,77 18,87
05/08/03 11,3 6,66 3,44 6,18 2,16 19,80 29,73
12/08/03 11,7 5,05 3,74 6,38 2,06 22,73 40,79

TINTILLA DE ROTA

Dia de A.T. (g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién
29/07/03 9,8 20,34 2,92 14,15 1,31 23,99 8,06
05/08/03 12,5 13,23 3,16 11,95 1,26 20,89 16,85
12/08/03 15,0 9,46 3,27 10,44 0,99 25,85 29,49
19/08/03 15,3 7,40 3,45 8,71 1,05 28,06 38,78

CABERNET SAUVIGNON

Dia de AT.(g/L) pH Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracién
22/07/03 8,4 18,31 2,86 13,05 0,96 17,01 7,37
29/07/03 10,6 12,68 3,08 10,35 1,09 22,05 14,40
05/08/03 12,7 9,52 3,14 7,65 0,89 25,13 23,84
12/08/03 13,4 9,53 3,27 10,22 0,70 23,68 26,22
19/08/03 14,7 7,30 3,35 8,20 0,59 35,14 37,26

SYRAH

Dia de A.T. (g/L) Acido peso Residuo indice
muestreo tartarico medio seco (%) maduracion
22/07/03 8,4 18,57 2,92 11,00 1,27 17,01 7,27
29/07/03 9,5 13,65 3,10 10,26 1,60 20,73 11,64
05/08/03 12,0 9,46 3,30 9,30 1,34 23,51 22,41
12/08/03 13,4 6,36 3,44 7,66 1,08 23,61 35,27
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