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Resumen

Un exceso de oxidacién en el vino puede acabar con las propiedades aromaticas y la vida del
mismo. Los maximos responsables del aroma del vino oxidado son los aldehidos, como el acetal-
dehido o los aldehidos de Strecker (fenilacetaldehido, metional, isobutiraldehido, 3-metilbutanal
y 2-metilbutanal). Estos tltimos se forman en la degradacién de Strecker, una reaccién entre un
aminodcido especifico y un compuesto dicarbonilico. Los aminoécidos precursores son fenilala-
nina, metionina, valina, leucina e isoleucina, respectivamente. En el presente trabajo se estudia
la formacién de los aldehidos de Strecker a partir de dos compuestos dicarbonilicos distintos:
el diacetilo y la 4-metilquinona (producto de la oxidacién del 4-metilcatecol). Los andlisis de
aldehidos se llevaron a cabo tras una derivatizacién, mediante una extraccion en fase sélida y
posterior inyeccién en un cromatégrafo de gases con detector espectrémetro de masas. Se lle-
varon a cabo dos experiencias siendo la matriz vino sintético. En la primera, se trabajé con
disoluciones 1mM de diacetilo y cada uno de los aminoacidos correspondientes. Las muestras
estuvieron 32 dias a temperatura ambiente y después se analizaron. Los rendimientos de reac-
cién varian entre 0,007-0,07 %. En la segunda experiencia se trabajé con disoluciones 1mM de
4-metilcatecol y de los aminoécidos, y se anadieron metales y Os, necesarios para producir el
compuesto dicarbonilico a partir del fenol. Las muestras se incubaron a 35°C y después de 57
dias se analizaron. Los rendimientos de formacién de aldehidos oscilan entre el 9-40 %. En ambos
experimentos se observan diferencias significativas en la concentracién de aldehidos de Strecker
segun el aminodcido utilizado, siendo cada aldehido especifico de su aminoédcido. La metionina

fue el aminodcido mas reactivo de forma significativa en ambas experiencias.

Abstract

An excess of wine oxidation may well diminish wine’s aromatic properties and, consequently,
its life. Aldehydes, like acetaldehyde as well as Strecker aldehydes (phenylacetaldehyde, met-
hional, isobutyraldehyde, 3-methylbutanal, and 2-methylbutanal), are the major responsible of
wine’s oxidized flavour. The latter are formed in the Strecker degradation, when a chemical
reaction between an specific amino acid and a carbonyl compound takes place. Phenylalanine,
methionine, valine, leucine and isoleucine are the precursor amino acids of these aldehydes. In
this study, the Strecker aldehydes’ formation is promoted by using diacetyl and 4-methylquinone
(oxidized product of 4-methylcatechol) as carbonyl compounds. Analysis of aldehydes was per-
formed by using a gas chromatograph with mass spectrometer detector after their derivatization.
Two experiments were set up and in both the matrix was synthetic wine. In the first one, ImM
diacetyl solution plus solutions of each amino acid were used. Samples were stored for 32 days
at room temperature before their analysis. Reaction yields were between 0,007-0,07 %. In the
second experiment solutions of 4-methylcatechol (1mM), amino acids were used and metals and
oxygen were added. Samples were incubated during 57 days at 35°C and then analysed. Reaction
yields were between 9-40 %. Significant differences in Strecker aldehyde’s concentration depen-
ding on the amino acid used were found in both experiments. Methionine was the most reactive
precursor amino acid in the two of them.
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1. Introduccion

1.1. El aroma del vino

Lo que percibimos como aroma de un vino no es sino la suma de una multitud de interacciones
y combinaciones, todas ellas complejas, entre diferentes compuestos y receptores sensoriales.! La
diversidad de especies quimicas volatiles que contribuyen al aroma es tal que su caracterizacion
resulta especialmente complicada.? Por ejemplo, familias de especies como los glicidos, alcoho-
les, acidos organicos o aldehidos dan como resultado una gran variedad de notas sensoriales. Sin
embargo, la relacién entre ellos y entre la matriz y su aportacién al aroma y sabor del vino no
es siempre proporcional. Hay combinaciones que potencian la accién de uno de los odorantes
(sinérgicas) y otras que la disminuyen (antagénicas).! El resultado final depende no sélo de la
variedad de la uva y del proceso de fermentacién, sino también de los cambios que experimenta
en las etapas posteriores asi como de las condiciones ambientales a las que estd expuesto. Se
puede decir que se trata de un sistema quimico dindmico, que evoluciona continuamente.? En
este sentido, el oxigeno influye sustancialmente en la calidad del vino, que experimenta su ple-

nitud en la etapa de maduracién.*

La comprension del proceso de oxidacion en el vino representa un reto para los endlogos, ya
que afecta al envejecimiento del vino, especialmente en vinos blancos.® La oxidacién es un pro-
ceso complejo que depende cinéticamente de diversos factores como la temperatura o el pH.% En
él intervienen una amplia gama de especies quimicas, tales como oxigeno, metales, compuestos
fenélicos o aminodcidos.” Sin embargo, son los aldehidos como el acetaldehido o los aldehidos
de Strecker los principales responsables del envejecimiento y del aroma oxidado del vino.

El oxigeno molecular presente en el vino se encuentra en su estado triplete por lo que su
capacidad de interaccionar con los otros componentes es baja debido a la estabilidad del estado
fundamental en el que se halla. Sin embargo, en presencia de algin catién metdlico (normalmen-
te un metal de transicién en bajo estado de oxidacién) su estabilidad puede verse afectada y se
produce su activacién. Se pueden formar asi diversas especies radicales con un papel activo en
el proceso de oxidacién del vino.4 De este modo, el mecanismo de oxidacién propuesto para este
sistema consta de una cesién de un electrén por parte del ién metélico (mayoritariamente Fe?+
o Cu™) a la molécula de oxigeno, lo que darfa lugar al ion radical superéxido (O ) que en la
matriz vinica se encontrarfa en forma de radical hidroperoxilo (HO2 -). De esta manera, varias
reacciones tendrian lugar sucesivamente: primero el radical hidroperoxilo se reduciria a peréxido
de hidrégeno (H20s), que a su vez, por reaccién de Fenton con Fe?T en ausencia de sulfitos o
SO2, se podria reducir dando radical hidroxilo (HO-), una especie oxidante muy poderosa capaz

de oxidar casi todo tipo de compuestos orgénicos.” 19



En el siguiente esquema se recoge la secuencia de transformaciones que sigue el oxigeno:

i i Reaccion
o, —— O0;,” — HO,, — H,0, ST HO-

Oxigeno Radical Radical Peréxido de Radical
molecular superdoxido hidroxiperdxido hidrégeno hidroxilo

Figura 1: Transformaciones del oxigeno a pH vinico. Diagrama adaptado

1.2. Formacion de aldehidos en la oxidaciéon

La formacién de aldehidos es uno de los cambios ligados a los procesos de oxidacién que sufre
el vino y que afecta a las propiedades aromaéticas y, por ende, a la vida del mismo. Por ejemplo,
la aparicién de aromas como el olor a patata cocida (indicador de presencia de metional) o a

miel (indicador de presencia de fenilacetaldehido) se asocian con el deterioro oxidativo del vino.?

Por su parte, los aldehidos son especies electrofilas que pueden verse involucradas en nu-
merosas reacciones y procesos quimicos, tanto reversibles como irreversibles. Asi pues, pueden
reaccionar con especies de caracter nucledfilo como el SO2, donde se produce una reaccion re-

versible en la que se forman aductos muy estables, los hidroxialquilsulfonatos. !

Si no hay especies en el medio capaces de reaccionar con los aldehidos, estos se acumulan y
producen el aroma caracteristico a vino oxidado. Entre estos compuestos, los de mayor impor-
tancia sensorial son el acetaldehido y los denominados aldehidos de Strecker (fenilacetaldehido,

metional, isobutiraldehido, 2-metilbutanal y 3-metilbutanal),'? con olores a manzana, patata

cocida, miel, almendra amarga, malta y queso.3

Varios estudios han sugerido la existencia de distintas vias para la sintesis de estos aldehidos.

13715 5 mediante un mecanismo de peroxida-

9,16

Por ejemplo, mediante la Degradacion de Strecker
ciéon en el que un alcohol se oxida directamente dando lugar al correspondiente aldehido.
En la Degradacion de Strecker, un mol de aminodcido reacciona con un mol de compuesto

a-dicarbonilico y se forma un mol de aldehido.

R, NH, R R, 0 H,N Rs
+ — \f + I
OH O Rs a 0 Rs
Amineacido Compuesto Aldehido de Cl-zminocetona
a-dicarbonilico Strecker

Figura 2: Degradacién de Strecker



Existe una fuerte correlacion entre la concentracién de aminoacidos presentes y la formacion
de aldehidos de Strecker en vinos viejos, siendo ésta mas débil para vinos jovenes.!! Ademds,
los aldehidos que se forman son especificos para cada aminodcido: fenilacetaldehido a partir de
fenilalanina, metional a partir de metionina, isobutiraldehido a partir de valina, 3-metilbutanal
a partir de leucina y 2-metilbutanal a partir de isoleucina.'® Es por ello que los aminoacidos
presentes en el vino, como en cualquier otro alimento, juegan un papel esencial en este proceso.

En un estudio®® sobre la formacién de los componentes de aromas por reaccién de amino4ci-
dos con compuestos dicarbonilicos se identificaron isobutiraldehido, 2-metilbutanal, 3-metilbuta-
nal, metional y fenilacetaldehido cuando disoluciones sintéticas de los aminoacidos precursores
se hicieron reaccionar con glioxal, metilglioxal, diacetilo y pentan-2,3-diona. Recientemente tam-
bién se ha sugerido que la formacion de fenilacetaldehido en vinos tintos va ligada al descenso de
diacetilo.!! Asimismo, no sélo los compuestos dicarbonilicos aliféticos son capaces de producir
la reaccion de Strecker. Las o-quinonas también pueden reaccionar con aminoacidos y formar
los aldehidos de Strecker. Diversos estudios han probado la formacién de fenilacetaldehido!?17
y metional'” en vinos a partir de las quinonas formadas en condiciones oxidativas de diferentes
compuestos como la (+)-catequina, el dcido cafeico o el 4cido gélico. En este proceso juegan un

papel importante el Fe?T y el Cu?T, que activan el oxigeno, como se ha explicado anteriormente.

1.3. Analisis de aldehidos

Los aldehidos son especies dificiles de analizar cuantitativamente debido a que son muy
reactivas, volatiles y polares. Dada su limitada estabilidad, la preservacién de los mismos en
las muestras para su andlisis es complicada.® Ademds, los problemas para su cuantificacién se
acentuan debido a que poseen unas propiedades cromatograficas y de espectrometria de masas
muy pobres,3'® formando colas y solapamientos cromatograficos que hacen dificil una determi-

nacién precisa.

En el caso de las muestras vinicas los inconvenientes aumentan debido principalmente a
dos factores: una matriz con alto contenido en alcohol y de caracter volatil, y un gran ntmero
de especies carbonilicas diferentes en grandes concentraciones, como el acetaldehido o el acido
pirivico. '8

Por todo ello, las técnicas maés utilizadas en la actualidad para el andlisis de aldehidos hacen
uso de su preconcentracién-derivatizacion.® De esta forma, los analitos son transformados se-
lectivamente en otras especies menos polares y con un mayor peso molecular, que las hace menos
volatiles y reactivas, a la vez que el volumen de muestra disminuye, consiguiendo una concen-
tracién mayor de analito. Segun la fase sobre la que se realice la preconcentracién se distinguen
extracciones en fase liquida (LLE), extraccion en fase sélida (SPE) o microextraccién en fase
sélida (SPME), entre otras. Si bien es cierto que la SPME es més réapida y automatizable que
el resto, se obtienen mejores resultados de repetibilidad, incertidumbre y efectos matriz con la
SPE.3



Entre los agentes derivatizantes mds empleados se encuentra la 2,4-dinitrofenilhidracina
(DNPH), si la separacién posterior es por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC),
o el 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobencil)-hidroxilamina (PFBHA), para la separacién por cromato-
graffa de gases (GC). En este ultimo caso, se pueden emplear distintos detectores: de ionizacién
a la llama (FID), por captura electrénica (ECD) o por espectrometria de masas (MS).3

Por ello, para el andlisis de los aldehidos de Strecker en este trabajo se realizé una extraccion
en fase sélida y una derivatizaciéon con PFBHA. El andlisis posterior se realizé con un GC-MS.

2. Objetivos

En cuanto a los objetivos académicos, el presente trabajo pretende aunar las destrezas y cono-
cimientos adquiridos a lo largo del grado y aplicarlos a un problema real, como es la comprension
del proceso de oxidacién en los vinos. Abarca también el desarrollo personal y profesional del
estudiante durante un trabajo continuado dentro de un laboratorio, enfrentdndose por primera

vez a los problemas reales derivados del trabajo experimental.

El objetivo especifico del trabajo es conocer la especificidad del diacetilo o la quinona for-
mada a partir del 4-metilcatecol con los aminodacidos precursores de los aldehidos de Strecker en
muestras vinicas sintéticas.

3. Material y métodos

3.1. Reactivos y disoluciones

Se realizaron dos experimentos para estudiar la formacion de los aldehidos de Strecker a
partir de diacetilo (Experimento 1) y de 4-metilcatecol (Experimento 2). Para la realizacién de

los experimentos se prepararon disoluciones de los correspondientes aminoacidos:

» Fenilalanina (Phe): L-Phenilalanine, Sigma Aldrich, CAS No. 63-91-2; > 98 %
» Metionina (Met): L-Methionine, Sigma Aldrich, CAS No. 63-68-3; > 98 %

» Valina (Val): L-Valine, Sigma Aldrich, CAS No. 72-18-4; > 98 %

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

» Isoleucina (Ile): L-Isoleucine, Sigma Aldrich, CAS No. 72-32-5; > 98 %

- Experimento 1

Se preparé un vino sintético 1 (VS1) con una composicién de 5g/L de glicerina (Glicerol,
PanReac, CAS No. 56-81-5; > 99,5 %), 5g/L de acido tartarico (L(+)-Tartaric Acid, PanReac,
CAS No. 87-69-4; > 99 %) y etanol (Ethanol, LiChrosolv, CAS No. 64-17-5; > 99 %) al 12%
en agua destilada. Se ajusto el pH a 3,5.

Para este experimento se utilizaron, ademas del vino sintético 1, una disolucién de diacetilo
en etanol (2,3-Butanedione, Sigma Aldrich, CAS No. 431-03-8; 97 %) y los aminodcidos descritos



anteriormente, ambos en concentracién 1mM.

- Experimento 2

Se preparé un vino sintético 2 (VS2) a partir del VSI1, al que se le anadié Fe?" en forma de
cloruro de hierro (IT) y Cu?* en forma de cloruro de cobre (II), hasta conseguir una concentra-
cién de 5 y 0,2 mg/L respectivamente.

Para este experimento se utilizé6 una disoluciéon de 4-metilcatecol en agua destilada (4-
methylcatechol, Sigma Aldrich,CAS No. }52-86-8; > 95 %), los aminoacidos y vino sintético

2. La concentracion del fenol y de los aminodacidos fue de 1mM.

- Disoluciones madre

En las siguientes tablas se recopilan las disoluciones madre preparadas a partir de los reactivos

anteriores y sus concentraciones.

AA Concentracién (g/L)

Phe 9,1
Met 5,0
Val 5,3
Leu 5,9

Ile 5,5

Tabla 1: Disoluciones madre de cada aminodcido (AA) en agua destilada

Concentracién (g/L)

Diacetilo 10,0
4-metilcatecol 10,2

Tabla 2: Disoluciones madre de diacetilo en etanol y de 4-metilcatecol en agua destilada

Concentracién (g/L)

Cloruro de hierro (II) 2,9
Cloruro de cobre (II) 0,7

Tabla 3: Disoluciones madre de metales en agua destilada

Aldehidos de Strecker Concentracién (g/L)

Fenilacetaldehido 1,6
Metional 1,7
Isobutiraldehido 3,3
3-metilbutanal 3,3
2-metilbutanal 3,8

Tabla 4: Disoluciones madre de aldehidos de Strecker en etanol



- Analisis de aldehidos de Strecker

Para la preparacién de muestras se realizé una extraccion en fase sélida (SPE). Los reactivos

utilizados en este proceso son:

» PFBHA (0-(2,3,4,5,6-Pentafluorobenzyl)hydroxylamine hydrochloride, Sigma Aldrich, CAS
No. 57981-02-9; > 99 %) para la disolucién de derivatizante

» Metanol (Methanol, Scharlab, CAS No. 67-56-1; >99,9 %)y diclorometano (Dichloromet-
hane, Fischer Scientific; CAS No. 75-09-2; > 99,8 %) para el acondicionamiento

» Hidrégenocarbonato de sodio (Sodium hydrogen carbonate, Sigma Aldrich, CAS No. 144-
55-8; > 99.7%) para la disolucién de lavado

» Hexano (n-Hexane, UniSolv, Merck, CAS No. 110-54-3; >99 %) para la elucién

» Estdndares internos (IS): Fenilacetaldehido deuterado (Phenyl-d5-acetaldehyde, Eptes;
CAS No. 879549-73-2; >95%) y metional deuterado (Methional-d3, Eptes; CAS No.
136430-27-8; >90 %)

» Aldehidos de Strecker: Fenilacetaldehido (Phenylacetaldehyde, CAS No. 122-78-1); Metio-
nal (Methional, CAS No. 3268-49-3); Isobutiraldehido (Isobutyraldehyde, CAS No.78-84-
2); 3-metilbutanal (3-methylbutanal, CAS No. 590-86-3); 2-metilbutanal (2-methylbutanal,
CAS No. 96-17-3)

= Resina LiChrolut® EN (polimero de etilvinilbenceno-divinilbenceno; Merck)

3.2. Material

El material utilizado para el trabajo experimental fue:

= Matraces de 15, 20 y 25 mL y de 1L = Probetas

= Botes Pirex » Balanza analitica (HR 200, AnD Weig-
= Viales de 2, 12 y 20 mL hing)

» Viales de inserto de 150uL » Granatario (WANT)

» Espdtulas » Jeringas Hamilton de 200 y 100 pL

= Vasos de precipitados « Medidor de pH (micropH 2002, CRISON)

= Micropipetas
pip » Agitador magnético (MST Magnetic Sti-

= Bureta rrer, VELP Scientifica)

Durante la realizacién del experimento 2, ademas, se utilizaron:

» Sensores de oxigeno (Pst3, Nomasense)

» Medidor portatil de oxigeno de fibra éptica (Fibox 8 LCD-trace, PreSens )

» Bano de agua con agitacién (OLS Aqua Pro Shaking Water Bath, GRANT)



Para la preparacion de muestras en el andlisis de aldehidos se utilizaron cartuchos de SPE de
polipropileno de 1mL de capacidad, reservorios y adaptadores. Los cartuchos estaban conectados
a un sistema de extraccién en fase sélida semiautomatico (VAC Elut 20, Varian). También se

utilizé un horno a 35°C para la reaccién de derivatizacién.

3.3. Instrumentacion

El equipo utilizado para el andlisis de las muestras fue un cromatégrafo de gases acoplado a
un espectrémetro de masas con un detector quadrupolo (Gas Chromatograph Mass Spectrome-
ter, GCMS-QP-2010, Shimadzu). Se trabaja con ventanas en modo SIM segin la Tabla 5. La
columna utilizada fue una DB-WAXetr de dimensiones 30m, 0.25mm x 0.5um. La presién fue
de 68,8 kPa. El gas portador fue helio. El horno se programé de manera que la temperatura fue
de 40°C durante 4 min y después se utilizé una rampa de 10°C/min hasta 250°C. Se utilizé un
inyector automético (SPL1 Split/Splitless Shimadzu AOC-5000), que trabajé en modo splitless.
La temperatura del inyector fue de 250°C y se inyectaron 3ulL.

Comienzo Final m/z iones detectados

(min) (min)

14,60 15,20 181, 250, 195, 239, 253
15,60 18,10 181, 239, 195, 253, 266
22,20 23,20 181, 252, 299, 302
23,20 24,00 181, 239, 252, 313
24,00 24,80 181, 91, 297, 96, 301

Tabla 5: Ventanas del detector

3.4. Experiencias
3.4.1. Experimento 1

- Condiciones
Se prepararon 22 viales de 13 mL llenos hasta su limite con diferente contenido. Se dejaron
cerrados y sellados durante 32 dias a temperatura ambiente. Previamente al cierre de los viales,

se desplazé el oxigeno de las disoluciones borboteando nitrégeno.

- Muestras
A partir de las disoluciones madre descritas en el apartado 3.1 se prepararon 11 sistemas de
reaccién diferentes con dos réplicas A y B cada uno. La matriz utilizada en este experimento fue

vino sintético 1.



El contenido de los sistemas queda recogido en la siguiente tabla:

Sistema Contenido

1 1mM Phe 4+ 1mM Diacetilo
2 1mM Phe

3 1mM Met + 1mM Diacetilo
4 1mM Met

5 1mM Val + 1 mM Diacetilo
6 1mM Val

7 1mM Leu + 1mM Diacetilo
8 1mM Leu

9 1mM Ile + 1mM Diacetilo
10 1mM Ile

11 1mM Diacetilo

Tabla 6: Sistemas de reaccién Experimento 1

Transcurridos los 32 dias, se dio por finalizado el experimento y se dio paso al método prepa-
rativo de muestra para su posterior andlisis. La preparacion de las muestras se realizé mediante
una extraccion en fase sélida. Este proceso consiste en la retencién de los analitos en un lecho
de adsorbente (en este caso, resina LiChrolut EN) y su posterior elucién para andlisis.

Para la calibracién usamos estandares internos (IS) y calculamos factores de respuesta con
dos puntos: el punto “0”(VS0 o blanco); y el punto “alto” (VSFR o dopado), que contiene los
analitos (los aldehidos de Strecker) en concentracién conocida y similar a la que esperamos en-

contrar en nuestros sistemas.

Para mejorar la selectividad y sensibilidad del método, es necesario realizar una derivatiza-

cion de los analitos como paso previo a la extraccién.

El proceso queda resumido en el siguiente diagrama:

Reaccion de

Preparacion de Adicion de IS a las

: - derivatizacion
disoluciones muestras
(12h, 35°C)

Extraccion SPE

Acondicionamiento ot

Extraccién Analisis GC-MS
Lavado

Secado

Figura 3: Diagrama de flujo del proceso



1. Preparacién de disoluciones: Se prepararon la disolucién de derivatizante (10 g/L
de PFBHA en agua destilada), la disolucién de lavado (disolucién agua/metanol al 60 %
(v/v) en metanol y 1 %(m/m) en hidrégenocarbonato de sodio) y el vino sintético (de igual

composicién que VS1) necesarios para la extraccién.

También se preparé la disolucién de esténdares internos (IS: una tinica disolucién 20 mg/L
de fenilacetaldehido deuterado y 20 mg/L de metional deuterado en etanol) y la de do-
pado, que contiene los cinco aldehidos de Strecker en concentracién conocida (una unica
disolucién en etanol de 20 mg/L para todos los aldehidos excepto el metional, que tiene

una concentracién de 10 mg/L).

2. Adicion de IS a las muestras: Los 22 viales que contenian los sistemas de reaccion se
abrieron y sufrieron el mismo tratamiento. En un matraz de 10 mL se adicionaron 28uL
de la disolucién de IS, 300uL de la disolucién de derivatizante y se enrasé con el contenido
de los viales. El volumen del matraz de trasvasé a un vial nuevo y se llevé a incubar.
Este proceso se realizé6 de manera inmediata tras la apertura de los viales para evitar su

saturacién con el oxigeno presente en el aire.

Ademsds se prepararon dos matraces de 25 mL para la elaboraciéon del punto “0” y del
punto “alto”del factor de respuesta. Ambos contenian la misma cantidad de la disolucién
de IS y de la disolucién de derivatizante pero, ademads, se anadio cierta cantidad de la
disolucién de dopado en el matraz del punto “alto”. Se enrasaron con vino sintético. El
contenido de cada matraz queda recogido en la tabla 6. Por cada matraz, se elaboraron
2 viales de 10 mL trasvasando este volumen con una pipeta y se llevaron a incubar junto
con el resto de muestras.

Disolucion Volumen anadido a VSO Volumen anadido a VSFR

IS 70 pL 70 pL
Derivatizante 750 pL 750 pL
Dopado No 200 pl
VS1 Enrase Enrase

Tabla 7: Volimenes anadidos a los matraces de 25 mL de VSO y VSFR (factor de respuesta)



El siguiente diagrama resume los pasos seguidos por los sistemas de reacciéon y muestras

durante el experimento hasta este momento:

Derivatizante
+IS

|

22

22 viales 22 viales 26 viales
(11 sistemas de matraces

reaccion con (10mL)
réplicas A y B) 3

(10mL) (10mL)

12h 35°C

Derivatizante 2 viales d(R-ea.ct.:ién- (?e}
erivatizacion
o (10mL)
Derivatizante Matiaz
+IS+
dopado VSFR (25m1)

Figura 4: Diagrama de flujo de las muestras

3. Reaccion de derivatizacién: Los viales se incubaron en un horno a 35°C durante 12h
y se produjo la reaccién de derivatizacion. El derivatizante utilizado es PFBHA. Este
compuesto reacciona con los grupos carbonilo de los aldehidos formados y se generan
oximas. Se obtiene el isomero E y el isémero Z, que a veces se separan en el cromatograma

y otras veces no.

PFEHA Aldehido PFBHA-Carhonil-oxima

Figura 5: Reaccién de derivatizacion

4. Extraccion SPE: Una vez transcurridas las 12h, se sacaron los viales del horno. Por cada
vial de muestra se preparé un cartucho de 1mL de capacidad provisto de un disco fritado
o fritz, en el que se pesaron 30 mg de resina y se introdujo otro disco fritado encima para
evitar que la resina se saliera. Todos los cartuchos se dispusieron conectados por su ex-
tremo inferior a un sistema de vacio provisto de vasos colectores. Por el extremo superior
se acoplaron mediante un adaptador a un reservorio de plastico. La extraccion consta de

varias etapas:
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- Etapa de acondicionamiento: Se activa la resina, que posteriormente reaccionara con las

oximas formadas al derivatizar los analitos. La activacion se consigue haciendo pasar cierto
volumen de uno o més disolventes de determinada polaridad. En este punto es necesario
tener en cuenta que antes de pasar la muestra, se haya percolado a través de la resina
una disolucién lo més parecida posible a la matriz de las muestras (en nuestro caso, una
matriz vinica sintética). Por tanto, los disolventes pasan de mayor a menor polaridad: se
adicion6 primero 1 mL de diclorometano (muy polar), después 1 mL de metanol (menos
polar), y por ultimo, 1 mL de vino sintético (matriz de las muestras). Entre el paso de
un reactivo y otro, fue necesario esperar hasta que todo el volumen adicionado hubiera
atravesado el cartucho por accién de la gravedad, ya que en este punto el sistema de vacio
no esta conectado.

- Etapa de carga de muestra: Se adicionaron los 10 mL de muestra al cartucho. Los analitos

quedan retenidos en el adsorbente asi como compuestos de polaridad similar. El eluato y
compuestos no afines a la resina salen del cartucho y son recogidos en los vasos colectores.
En esta etapa se utilizé el vacio para aligerar el paso de la muestra. Es importante controlar
la velocidad de paso de muestra de cada cartucho, que fue aproximadamente de 2 gotas/s,
asi como la presién, que no puede superar los 20psi.

- Etapa de lavado: Se eliminan los compuestos que por similitud en polaridad a los ana-

litos, también han quedado retenidos en la resina. Esto se consigue haciendo pasar un
disolvente de cierta polaridad a través del cartucho. De esta manera, se adicionaron 10mL
de disolucion de lavado. De igual forma que en la etapa anterior, el sistema de vacio estaba
conectado.

- Etapa de secado: Se eliminan los restos de disolventes por secado a vacio durante, al

menos, 15 minutos. Cuando la resina experimenta un cambio de color al quedar seca y se
observa cémo las particulas que la forman estan sueltas, se apaga el vacio, se desmontan
los reservorios y adaptadores y se retiran los cartuchos.

. Elucién: Con una bureta se adicionaron 1,2 mL de hexano en los cartuchos ya secos. Cada
cartucho estaba colocado encima de un vial de 2mL de capacidad. Como el volumen de
elucién es significativamente mas pequeno que el volumen inicial de muestra (1,2 mL frente
a los 10 mL iniciales), se consigue una preconcentracién de las muestras antes del andlisis.

Los viales se cerraron con un tapon provisto de un séptum.

. Inyecciéon en GC: Los viales con séptum se llevaron al cromatégrafo de gases acoplado
a un espectrémetro de masas (GC-MS) donde se pincharon. Los cromatogramas fueron
tratados posteriormente con el software del equipo (GC-MS Postrun Analysis).

La siguiente figura se corresponde con una parte del cromatograma de la muestra VSFR
A, a modo de ejemplo. En el eje Y se representa la intensidad mientras que en el eje X
el tiempo de retencién (min). En él se identifican el 2-metilbutanal (suma de isémeros;
t,=15,97) y el 3-metilbutanal (isémero 1: t,=16,30 e isémero 2: t,=16,54). Los diferentes
cromatogramas i6nicos superpuestos se corresponden con los distintos m/z de los iones de
cuantificacién y de confirmacién (239, 253, 181 y 195 para el 2-metilbutanal; 239, 195, 181
y 266 para el 3-metilbutanal).
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Figura 6: Fragmento del cromatograma de la muestra VSFR A

Se integraron los picos de los analitos y de los IS. En la siguiente tabla aparecen los tiempos
de retencién, los IS correspondientes a cada analito y las relaciones m/z de los iones de

cuantificacién y de los iones de confirmacién:

Compuesto IS Tr Ion cuan- Ion con-

(min) tificacién  firmacién
m/z m/z

Isobutiraldehido Metional 14,95 250 195, 239

(suma de iséme- deuterado 181

ros)

2-metil-butanal Fenilacetaldehido 15,97 239 253, 195,

(suma de iséme- deuterado 181

ros)

3-metilbutanal Fenilacetaldehido 16,31 239 195, 266,

(isémero 1) deuterado 181

3-metilbutanal Fenilacetaldehido 16,54 239 195, 266,

(isémero 2) deuterado 181

Metional 22,58 302 252, 181

deuterado (IS)

Metional (suma Metional 22,61 299 252, 181

de is6meros) deuterado

Fenialcetaldehido 24,24 301 96, 181

deuterado (IS)

Fenilacetaldehido  Fenilacetaldehido 24,31 297 91, 181

(suma de iséme- deuterado

ros)

Tabla 8: Datos para la cuantificacién de los aldehidos de Strecker

senales (dreas relativas) de cada analito en cada una de las muestras (S$):

Para calcular las concentraciones de los aldehidos de Strecker, primero se calcularon las

Ao
S = -5 (1)
Afsi

donde Af es el drea absoluta del pico del analito i en la muestra o y Afg, es el area absoluta

del pico del estandar interno del analito i en la muestra .
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Después se calcularon los factores de respuesta de cada analito:

SFR _ g0

Hh=orm—co

(2)
donde SI'F es 1a sefial (4rea relativa) de cada analito en el punto alto (VSFR) y CFE su concen-
tracién; mientras que SY es la sefial (drea relativa) en el punto cero (VS0) y CY la concentracién
de cada analito en el mismo, que es 0 mg/L ya que la disolucién VS0 no contenia disolucién de
dopado.

Finalmente, para calcular la concentracién de cada analito en las muestras (C$) el factor de

respuesta se aplicé de tal forma:
o_ %

Los limites de deteccién (LD) y de cuantificacién (LC) de los aldehidos de Strecker para este

método son:

Aldehido LD LC

Isobutiraldehido 0,004 0,014
2-metilbutanal 0,027 0,091
3-metilbutanal 0,026 0,086

Metional 0,292 0,972
Fenilacetaldehido 0,154 0,513

Tabla 9: Limites de deteccién y cuantificacién (ug/L)

3.4.2. Experimento 2

- Condiciones

Se prepararon 22 viales de 13 mL de capacidad con 11 mL de cada uno de los sistemas satura-
dos con aire. Se dejé espacio de cabeza para conseguir una concentracion de O2 disuelto cercana
a la saturacién, necesaria para oxidar el fenol. La matriz de las muestras fue vino sintético 2, que
contenia Fe(II) y Cu(II). Cada vial llevaba un sensor de oxigeno incorporado. Se dejaron cerrados
y sellados a temperatura ambiente (10 dias). Durante este tiempo se tomaron varias medidas de
oxigeno de los viales. Como el oxigeno se consumia muy despacio, a los 10 dias se introdujeron
en un bano de agua a 35°C con agitacion, donde permanecieron 47 dias. Durante este tiempo
también se tomaron medidas del oxigeno disuelto presente en los viales para asegurar un consu-
mo de oxigeno suficiente para formar la 4-metilquinona y asi poder darse la reaccién de Strecker.

- Muestras

A partir de las disoluciones madre descritas anteriormente se prepararon 22 viales de muestra
(11 viales con réplicas A y B) con el siguiente contenido:
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Sistema

Contenido

© 00N Ok W=

-
- o

1mM Phe + 1mM 4-metilcatecol

1mM Phe

1mM Met + 4-metilcatecol
1mM Met

1mM Val + 4-metilcatecol
1mM Val

1mM Leu + 4-metilcatecol
1mM Leu

1mM Ile + 4-metilcatecol
1mM Ile

4-metilcatecol

Tabla 10: Sistemas de reacciéon Experimento 2

Transcurridos los 57 dias se dio por finalizado el experimento y se sacaron los viales del
bano. Se realiz6 entonces el mismo procedimiento que en el experimento 1. Se derivatizaron los

26 viales y se realizé una extraccion en fase solida seguida de la elucién con hexano y el anélisis

en el GC-MS.

4. Resultados y discusion

4.1. Experimento 1

En este experimento se queria determinar el nivel de reactividad del diacetilo con cada uno
de los aminoacidos precursores de los aldehidos de Strecker. Los resultados de los anélisis de los

aldehidos aparecen en las siguientes tablas:

Concentracién (ug/L)

Muestra Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
Phe + Diacetilo A <LD <LD <LD 16,0
Phe + Diacetilo B <LD <LD <LD 14,1
Media - - - 15,0
RSD (%) 6,4
Phe A 7,0 <LD <LD 5,0
Phe B <LD <LD <LD 5,0
Media - - - 5,0
RSD (%) 2,1

Tabla 11: Concentraciéon de cada analito en las muestras con el aminodcido fenilalanina
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Concentracién (ug/L)

Muestra Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
Met + Diacetilo A <LD 10,1 3,9 66,2 <LD
Met + Diacetilo B <LD <LD <LD 75 <LD
Media - - - 70,9 -
RSD (%) 9,0
Met A 5,0 <LD 0.9 <LD <LD
Met B <LD <LD 3,0 <LD <LD
Media - - 1,9 - -
RSD (%) 414

Tabla 12: Concentracién de cada analito en las muestras con el aminodcido metionina

Concentracién (ug/L)

Muestra Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
Val + Diacetilo A 5,0 <LD <LD <LD <LD
Val + Diacetilo B 9,1 <LD <LD <LD <LD
Media 5,0 - - - -
RSD (%) 6,9
Val A 3.9 <LD <LD <LD <LD
Val B <LD <LD <LD <LD <LD
Media - - - - -
RSD (%)

Tabla 13: Concentraciéon de cada analito en las muestras con el aminodcido valina

Concentracién (ug/L)

Muestra Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
Leu + Diacetilo A <LD <LD 21,0 <LD <LD
Leu + Diacetilo B <LD <LD 19,4 <LD <LD
Media - - 20,2 - -
RSD (%) 9,5
Leu A 6,0 <LD 8,1 <LD <LD
Leu B <LD <LD 7,0 <LD <LD
Media - - 7,6 - -
RSD (%) 15,1

Tabla 14: Concentracién de cada analito en las muestras con el aminodcido leucina

Concentracién (ug/L)

Muestra
Ile + Diacetilo A <LD
Ile + Diacetilo B <LD
Media -
RSD (%)
Ile A 49
Ile B <LD
Media -
RSD (%)

Isobutiraldehido 2-metilbutanal

11,0
15,1
13,0
22,0
9,0
<LD

3-metilbutanal

<LD
<LD

1,9
<LD

Metional
<LD
<LD

<LD
<LD

Fenilacetaldehido
<LD
<LD

<LD
<LD

Tabla 15: Concentracién de cada analito en las muestras con el aminodcido isoleucina
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Concentracién (ug/L)

Muestra Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido

Diacetilo A <LD 10,0 <LD <LD <LD
Diacetilo B 7,1 <LD <LD <LD <LD
Media - - - - -

RSD (%)

Tabla 16: Concentracién de cada analito en las muestras con diacetilo sin aminoacidos

La siguiente tabla resume las concentraciones y sus intervalos de confianza (IC) expresadas
en mM de los aldehidos de Strecker obtenidos a partir de cada aminoacido:

Concentracién (mM)

Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
Val  6,93-107° +1,50-10~7
Ile 1,51:107% + 2,30-107°
Leu 2,321074 £ 1,15:107°
Met 6,82.107% £ 4,35.107°
Phe 1,25:107* £ 8,50-1076

Tabla 17: Resumen de las concentraciones medias (Z) de aldehidos de Strecker en el experimento 1
Intervalo de confianza (IC)= T + s/\/n, siendo s la desviacion estindar y n el nimero de
muestras

Los resultados muestran la especificidad de la reaccién: cada uno de los aldehidos de Strecker
sélo aparece cuando se introduce en el sistema el aminoacido precursor correspondiente junto con
el diacetilo (fenilalanina-fenilacetaldehido; metionina-metional; valina-isobutiraldehido; leucina-
3-metilbutanal; isoleucina-2-metilbutanal). Se observa una excepcién: en una de las réplicas
también aparecen 2-metilbutanal y 3-metilbutanal cuando el aminoédcido era metionina, pero en

una concentracién seis veces inferior o menor a la del metional.

En algunas muestras que solo contenian aminodcido también se determinaron ciertas canti-
dades de aldehidos (por ejemplo, en Leucina A se detectaron isobutiraldehido y 3-metilbutanal).
Este hecho puede sorprender, dado que no son un sistema aminoédcido 4+ compuesto dicarbonili-
co. Sin embargo, no tenemos que obviar el hecho de que muchos aldehidos se encuentran ya en el
medio ambiente (forman parte de los llamados compuestos organicos voldtiles (VOCs)). Incluso
se llegaron a detectar isobutiraldehido y 2-metilbutanal en los viales que no contenian ningtn
aminodcido, tan sélo diacetilo. Ademds, en la mayoria de los casos en los que esto ocurre, las
concentraciones que aparecen son menores que en aquellos sistemas que contienen el aminoacido

y el compuesto dicarbonilico.

Las desviaciones estdndar relativas (RSD (%)) que aparecen en las tablas se refieren a la
imprecisién acumulada del proceso de oxidacién (dos réplicas A y B) y del método de andlisis
(reaccién de derivatizacién, elucién, inyeccién y cromatografia). Por lo general, son inferiores al
15 %, excepto para el 2-metilbutanal, que es algo mayor (22 %) o 3-metilbutanal (41,4 %) en las

muestras de control del aminoacido metionina.

Las concentraciones de los aldehidos de Strecker obtenidos en los sistemas oscilan entre
6,9-107° mM (en el caso del isobutiraldehido) y 6,8:10=% mM (en el caso del metional). Por
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tanto, los rendimientos de la reaccién para nuestros sistemas, partiendo de 1mM de los precur-
sores son de entre 0,007 % y 0,07 %. En la tinica referencia'? de la que se tiene constancia de la
reaccién de los diferentes aminoacidos con diacetilo, sdlo se aportan resultados cualitativos de
los aldehidos de Strecker obtenidos, por lo que no es posible la comparacion de estos resultados
cuantitativos.

Precisamente, destaca también el hecho de que sea el aminoacido metionina el precursor que
forma mayor cantidad de aldehido de Strecker. En el estudio del que surgié la idea de este tra-
bajo,!! se consideraba la posibilidad de que fuera la fenilalanina el aminoédcido que reaccionase
con el diacetilo de una manera especifica. A la vista de estos resultados no podemos dar por
valida esta hipétesis.

Se realizé un andlisis estadistico de la varianza (ANOVA) de un factor («=0,05) para compa-
rar las medias de las concentraciones de aldehidos de Strecker segtin el aminodacido utilizado. El
resultado del test muestra que existen diferencias significativas en la concentracién de aldehido
segin el aminodcido utilizado. También se realizé un test de Fisher (a=0,05) para ver si existian
diferencias significativas entre pares de grupos.

B,0E-04

7,0E-04 T

6,0E-04

5,0E-04

4,0E-04

3,0E-04 B

Concentracion (mi)

2,0E-04

e Bl =

0,06+00 (—
Aminoacido

mMet mleu mlle mPhe mVal

Figura 7: Representacién de las concentraciones medias de los aldehidos y de las comparaciones
por pares segun el aminodcido precursor. Letras diferentes indican diferencias significativas.

A la vista de los resultados, se puede afirmar que existen diferencias significativas entre las
concentraciones de aldehidos de Strecker obtenidas con el aminodcido metionina (A) y el resto
(grupos B, BC y C). También hay diferencias significativas entre la concentracién obtenida con
leucina (B) y fenilalanina (C); asi como las obtenidas entre leucina (B) y valina (C).

4.2. Experimento 2

En este experimento se pretendia estudiar la reacciéon de formacién de los aldehidos de
Strecker a partir de la quinona del 4-metilcatecol y observar si habia también alguna especificidad
compuesto dicarbonilico-aminoacido. Los resultados de los anélisis de aldehidos se muestran en
la siguientes tablas:
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Concentracién (ug/L)

Muestra Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
Phe + 4-MeCat A 4,0 <LD <LD <LD 18698,1
Phe + 4-MeCat B No lo tenemos en cuenta por posible apertura del vial
Media - - - - -
RSD (%)
Phe A <LD <LD <LD <LD <LD
Phe B <LD <LD <LD <LD <LD
Media - - - - -
RSD (%)

Tabla 18: Concentracion de cada analito en las muestras con el aminodcido fenilalanina

Concentracién (ug/L)

Muestra Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
Met + 4-MeCat A <LD 10,9 <LD 41811,0 <LD
Met + 4-MeCat B <LD <LD <LD 42218,1 <LD
Media - - - 42014,5 -
RSD (%) 0,7
Met A <LD 2,9 <LD 100,2 <LD
Met B <LD <LD <LD <LD <LD
Media - - - - -
RSD (%)

Tabla 19: Concentracién de cada analito en las muestras con el aminoacido metionina

Concentracién (ug/L)

Muestra Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
Val + 4-MeCat A 10062,0 <LD <LD <LD <LD
Val + 4-MeCat B 8119,0 <LD <LD <LD <LD
Media 9090.5 - - - -
RSD (%) 15,1
Val A 49 <LD <LD <LD <LD
Val B <LD 3,0 <LD <LD <LD
Media - - - - -
RSD (%)

Tabla 20: Concentracién de cada analito en las muestras con el aminodcido valina

Concentracién (ug/L)

Muestra Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
Leu + 4-MeCat A <LD <LD 8619,0 <LD <LD
Leu + 4-MeCat B No lo tenemos en cuenta por posible apertura del vial
Media - - - - -
RSD (%)
Leu A <LD 4,0 9,9 <LD <LD
Leu B <LD 3,0 7,2 <LD <LD
Media - 3,5 8,5 - -
RSD (%) 20,9 21,5

Tabla 21: Concentracion de cada analito en muestras con el aminodcido leucina
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Concentracién (pg/L)

Muestra Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
Ile + 4-MeCat A 23,0 7026,1 <LD <LD <LD
Ile + 4-MeCat B 22,9 8280,2 <LD <LD <LD
Media 22,9 7653,1 - - -
RSD (%) 1,9 11,6
Ile A <LD 17,0 <LD <LD <LD
Ile B <LD 7,0 <LD <LD <LD
Media - 12,0 - - -
RSD (%) 54,6

Tabla 22: Concentracion de los analitos en las muestras con el aminoacido isoleucina

Concentracién (ug/L)

Muestra Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
4-metilcatecol A <LD <LD <LD <LD <LD
4-metilcatecol B <LD <LD <LD <LD <LD

Media - - - - -

RSD (%)

Tabla 23: Concentracion de cada analito en las muestras con 4-metilcatecol sin aminoacidos

En la siguiente tabla se resumen las concentraciones y sus intervalos de confianza (IC) ex-
presadas en mM de los aldehidos de Strecker encontradas en las muestras segiin el aminoacido

utilizado:

Concentracién (mM)

Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
Val 0,13 £+ 0,01
Ile 0,09 + 0,01
Leu 0,10*
Met 0,40 £+ 1,95-1073
Phe 0,15*

Tabla 24: Resumen de las concentraciones medias (Z) de aldehidos de Strecker en el experimento 2
Intervalo de confianza (IC)= T + s/\/n, siendo s la desviacion estindar y n el nimero de
muestras. *Solo una réplica considerada

Antes de la discusién de los resultados conviene explicar que durante el andlisis de algu-
nas de las muestras de este experimento (en concreto, aquellas que llevaban aminodcido y 4-
metilcatecol), el detector llegd a saturarse. Esto es consecuencia de la alta concentracién en
la que se encontraban algunos de los aldehidos (por ejemplo, en el caso del metional la con-
centracion fue de 42,01 mg/L). Por esto, los extractos afectados y sus réplicas fueron diluidos
(dilucién 1:5) y se analizaron de nuevo. Los datos de las tablas ya tienen en cuenta la dilucién
empleada. Ademads, al inyectar dos de las muestras (sistema 1B y sistema 7B) el cromatograma
no estaba saturado, mientras que los de sus réplicas si. Ante la duda de si la irreproducibilidad
de estos datos se debia a un error humano en la preparacion de las muestras o no, se estudiaron
también las medidas de oxigeno tomadas durante todo el experimento. Se vio que en todo mo-
mento las muestras y sus réplicas mantenian la concordancia en la medida de oxigeno, excepto
en las ultimas medidas de esos dos viales, que inexplicablemente variaban en gran medida. Po-
demos quizd atribuir esto a una posible apertura del vial o fisura en la silicona que mantenia
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los viales sellados. Por tanto, no se tienen en cuenta estas dos muestras para la sucesiva discusion.

Los resultados muestran la especificidad aminoacido precursor-aldehido de Strecker sobre la
que ya se ha discutido anteriormente. En algunos de los casos, ademas del aldehido de Strec-
ker correspondiente, se determinaron otros, siendo las concentraciones de estos ultimos mucho
menores con respecto a las de los primeros. Por ejemplo en el caso de la fenilalanina, en el que
en una de las réplicas con 4-metilcatecol se determiné isobutiraldehido (4,0 ug/L) ademds de
fenilacetaldehido (18698,1ug/L); o en el caso de la metionina, donde se detecté 2-metilbutanal
(10,9 pg/L) ademds de metional (41811,0 ug/L).

En algunas de las muestras que no contenian 4-metilcatecol también se encontraron aldehidos,
si bien es cierto que en todos los casos la concentracién fue baja en comparacién con la que se
obtenia cuando si habia 4-metilcatecol. Esto ocurre, por ejemplo, en el caso de la isoleucina,
donde se determiné 2-metilbutanal en concentracién de 12,0 ug/L en los sistemas donde sélo

estaba el aminodacido, frente a 7653,1 ug/L en las muestras donde también habia 4-metilcatecol.

Las desviaciones estandar relativas (RSD ( %)) que aparecen en las tablas se refieren a la im-
precision acumulada del proceso de oxidacion y del método de andlisis. En general, son inferiores
al 15 %, excepto en los sistemas con sélo aminoédcido, donde las concentraciones de aldehidos
son inferiores.

Las concentraciones de aldehido de cada sistema con aminoacido varian hasta cuatro ve-
ces (desde 0,09 mM en el caso del isobutiraldehido hasta 0,40 mM en el caso del metional),
que se traduce en unos rendimientos de entre el 9 y el 40 % segin el aminodcido utilizado.
En bibliograffa consultada,!” se estudian las concentraciones de fenilacetaldehido y metional
obtenidas utilizando distintos compuestos fenélicos capaces de formar quinonas (dcido cafeico,
acido gélico y (+)-catequina). Estas variaban entre 40-70ug/L/dia para el fenilacetaldehido y
200-250ug/L/dia para el metional. Con respecto a las concentraciones iniciales que utilizaban
de compuestos fendlicos (0,6mM), en 57 dias los rendimientos obtenidos hubieran sido de entre
0,05-11 % para el fenilacetaldehido y 18-23 % para el metional, dependiendo del fenol utilizado.
En nuestro caso, los rendimientos para estos dos aldehidos de Strecker son del 15 y 40 %, respec-
tivamente, por lo que se puede extraer que el 4-metilcatecol da mejores resultados en la reaccién

de Strecker que otros compuestos fenélicos estudiados anteriormente.

Se realiz6 un test estadistico de la varianza (ANOVA) de un factor («=0,05) y se encontrd
que habia diferencias significativas entre las concentraciones medias de aldehidos de Strecker
obtenidas segin el aminodcido utilizado. Asimismo, se llevé a cabo un test de Fisher (a=0,05)
para ver las diferencias entre pares de grupos. Segin los resultados (ver Figura 8), se puede
concluir que existen diferencias significativas entre las concentraciones de aldehido utilizando la
metionina (grupo A) y las encontradas utilizando el resto de los aminoacidos (B, BC, CD, D).
También hay diferencias significativas entre las concentraciones medias de aldehido al utilizar

fenilalanina (B) y leucina (CD) e isoleucina (D); asi como entre valina (BC) e isoleucina (D).
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Figura 8: Representacién de las concentraciones medias de los aldehidos y de las comparaciones
por pares segun el aminoacido precursor. Letras diferentes indican diferencias significativas.

Para esta experiencia se necesitaba la presencia de oxigeno. Durante los 10 primeros dias los
viales permanecieron en reposo a temperatura ambiente. Se tomaron medidas de oxigeno y su
consumo no era suficiente. Se pensé que la reaccién podria no estar sucediendo, motivo por el
cual se introdujeron los viales en el bano de agua termostatizado. Asi, los viales permanecieron
47 dias mas a 35°C y con agitacién. Los datos de medidas de oxigeno se recogen en el Anexo I.
Las gréaficas de medida de oxigeno durante los 57 dias que duré6 el experimento se muestran a
continuacién. No se muestran en ellas los datos de las réplicas anémalas.

Fenilalanina

10,0

Oxigeno (mg/L)

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (dias)

Phe + 4-Metilcatecol Phe ====- 4-Metilcatecol

Figura 9: Oxigeno disuelto de los sistemas con fenilalanina y de los sistemas control del fenol
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0 10 20 30 40 50 60
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Met + 4-Metilcatecol —_—Met ———-- 4-Metilcatecol

Figura 10: Oxigeno disuelto de los sistemas con metionina y de los sistemas control del fenol

Valina

10,0

Oxigeno (mg/L)

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (dias)
Val + 4-Metilcatecol —Val  ———— 4-Metilcatecol

Figura 11: Oxigeno disuelto de los sistemas con valina y de los sistemas control del fenol
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Figura 12: Oxigeno disuelto de los sistemas con leucina y de los sistemas control del fenol

Isoleucina

Oxigeno (mg/L)

o 10 20 30 40 50 60

Tiempo (dias)
llg =—==-- 4-Metilcatecol

lie+ 4-Metilcatecol

Figura 13: Oxigeno disuelto de los sistemas con isoleucina y de los sistemas control del fenol

En las graficas se observa cémo inicialmente existe un descenso brusco del nivel de oxigeno di-
suelto, que se estabiliza en los diez primeros dias a temperatura ambiente. Cuando se introducen
en el bano de agua a 35°C con agitacién, el consumo de oxigeno se acelera, suponiendo la trans-
formacion de 4-metilcatecol a 4-metilquinona, compuesto que reaccionaria con los aminodcidos

(en las muestras en las que estdn presentes) y generaria los aldehidos de Strecker.

En los viales que sélo contenian aminodacido, el oxigeno disuelto también disminuye, aunque
en menor medida que aquellos que contenian aminoacido + 4-metilcatecol. No hay que olvidar
que, aunque no haya compuesto fenélico, si hay otros compuestos que pueden ser oxidados (como

el etanol a acetaldehido).

En todas las gréficas se observa como las dos réplicas de cada muestra se comportan de
forma reproducible (ver barras de error). Los sistemas de 4-metilcatecol con aminoédcido y sin
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él difieren muy poco en la cinética de consumo (trazado similar). La formacién de aldehidos no
parece desplazar la reaccion de formacién de quinonas hacia la derecha, ni por tanto aumentar

el consumo de oxigeno.

5. Conclusiones

En la degradacion de Strecker se da una especificidad aminodacido precursor-aldehido de Strec-
ker formado (fenilalanina-fenilacetaldehido, metionina-metional, valina-isobutiraldehido, leucina-
3-metilbutanal e isoleucina-2-metilbutanal). El diacetilo es un compuesto carbonilico precursor
de la reaccién. El rendimiento de la reaccion partiendo de concentraciones 1mM de los reactivos
ha sido de un 0,07 % para la metionina, como aminodcido mds reactivo. De forma significativa,
el segundo aminodcido mas reactivo fue la leucina. Los aminoacidos que menos reaccionaron
fueron la fenilalanina y la valina, ésta tltima con un rendimiento del 0,007 % en las condiciones
probadas (vino sintético, 32 dias y temperatura ambiente).

El 4-metilcatecol fue oxidado a 4-metilquinona, compuesto reactivo de la reaccién de Strec-
ker. Existen diferencias significativas en la concentracién de aldehido de Strecker formado a
partir del aminodcido correspondiente. De forma significativa y con un rendimiento del 40 %, la
metionina es el aminoacido que mas reacciona con la 4-metilquinona, seguida de la fenilalanina.
La isoleucina es el menos reactivo, con un rendimiento del 9 % en las condiciones probadas (vino

sintético, 57 dias, 35°C, presencia de oxigeno, Fe y Cu) .
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