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Resumen

Este estudio presenta la adaptacién de un método de analisis para la determinaciéon de
compuestos carbonilicos traza del vino. Estos pueden presentar aromas desagradables,
disminuyendo su calidad. La estrategia propuesta se basa en la Extraccion por Sorcién sobre
barra agitadora (SBSE, de sus siglas en inglés) de las oximas previamente generadas de estos
compuestos. De esta forma, se llega a tener una elevada sensibilidad que permite detectar los
compuestos en GC-MS. Se ha optimizado el método cromatografico, localizando los tiempos
de retencion y las principales relaciones m/z de cada uno de los analitos. Se estudiaron
disolventes de distinta polaridad y su volumen necesario para la elucién de las oximas en la
primera etapa del andlisis. Entre los disolventes estudiados compatibles con la posterior SBSE
se encontraban el etanol, el metanol y mezclas de etanol/hexano. También se realizd la
optimizacidn de la extraccidn con los Twisters, donde se estudiaron varios paradmetros como el
factor de dilucidon del extracto en agua, la cantidad de analito en masa a adicionar y el estudio
de la necesidad de aumentar o no la fuerza idnica de la disolucion. Por uUltimo, se estudio el
tiempo de extraccién éptimo para maximizar la extraccidon de los analitos con el Twister. En
definitiva, las oximas deben eluirse con un volumen optimizado de 1,5 mL de etanol (20% de
hexano) para realizar la SBSE. Ademas, en la extraccion con el Twister, las cantidades de aguay
de analito 6ptimas a anadir fueron de 5 mL y de 100 pL respectivamente. Se llegdé a la
conclusién, también, de que no era necesario adicionar NaCl a la dilucién y que el tiempo de
extraccién optimo seria de 2 horas. Estos resultados tienen el potencial de dar lugar a un
método analitico validado para la cuantificacién de compuestos carbonilicos traza en el vino.

Abstract

This study presents the adaptation of an analytical method for the determination of trace
carbonyl compounds in wine. These compounds can present unpleasant aromas in wine,
diminishing its quality. The proposed method is based on Sorption Stir Bar Sorption Extraction
(SBSE) of the previously generated oximes of these compounds. In this way, a high sensitivity is
achieved that allows the compounds to be detected in GC-MS. The chromatographic method
has been optimised, locating the retention times and the main m/z ratios of each of the
analytes. Solvents of different polarity and their volume necessary for the elution of the
oximes in the first stage of the analysis were studied. Among the solvents studied that were
compatible with the subsequent SBSE were ethanol, methanol and mixtures of ethanol with
hexane. The optimisation of the extraction with Twisters was also carried out, where several
parameters were studied, such as the dilution factor of the extract in water, the amount of
analyte by mass to be added and the need to increase or not the ionic strength of the solution.
Finally, the optimal extraction time was studied to maximise the analyte extraction with the
Twister. Ultimately, the oximes should be eluted with an optimized volume of 1.5 mL of
ethanol (20% hexane) in order to carry out SBSE. Furthermore, in the Twister extraction, the
optimal amounts of water and analyte to add were 5 mL and 100 pL respectively. It was also
concluded that the addition of NaCl to the dilution was unnecessary and that the optimal
extraction time would be 2 hours. These results can potentially result into a validated
analytical method to analyse trace carbonyls in wine.
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1. Introduccion

1.1. LaImportancia de los Compuestos Carbonilicos Traza en el

Aroma del Vino
El vino es uno de los alimentos cuyo aroma esta considerado de los mas complejos, ya que
contiene una gran cantidad de odorantes pertenecientes a distintas familias quimicas. De
entre ellas, los aldehidos y las cetonas son sin lugar a duda el conjunto mas diverso desde el
punto de vista sensorial y juegan un papel relevante en la vida util del mismo debido a su
estrecha relacidn con el consumo de oxigeno por parte del vino *.

Algunos compuestos carbonilicos se consideran marcadores de oxidacion ya que se perciben
olfativamente (tienen umbrales de olfaccion en el rango de los ug/L y ng/L %, incluso antes de
que comience a notarse el pardeamiento del vino debido a un consumo elevado de oxigeno **.
A estos compuestos los denominamos compuestos carbonilicos traza del vino. Los marcadores
de oxidacion descritos como mas relevantes son el fenilacetaldehido, metional,
metilbutanales, (E)-2-alquenales, 1-octen-3-ona y 3-metil-2,4-nonadiona con notas descritas
en el vino a miel, patata cocida, malta, rancio, champifién y lactico respectivamente *%. Todo
esto indica que la informacién analitica sobre los compuestos carbonilicos traza presentes en
el vino es crucial para entender la naturaleza de su aroma y el estado de un vino.

Entre los compuestos carbonilicos traza se encuentran cetonas, alquenales, alcadienales y los
llamados aldehidos de Strecker.

R R, Ry HN Rz
- R, Rs
Aminoacido Compuesto Aldehido de Q-aminocetona
a-dicarbonilico Strecker

Figura 1: Degradacion de Strecker

Isobutanal, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal, metional y el fenilacetaldehido, se obtienen
principalmente a partir de la degradacién de Strecker (Figura 1), de ahi su nombre de
aldehidos de Strecker. Este mecanismo requiere que un aminodcido reaccione con un
compuesto a-dicarbonilico para producir el aldehido. En el Anexo 1 se recogen los
aminoéacidos especificos para producir cada aldehido, su aroma correspondiente ° y sus
umbrales de olfaccién 2. En el caso del vino, pueden actuar como compuestos a-dicarbonilicos
las o-quinonas que proceden de la oxidacién directa de algunos polifenoles *°.

La formacién de alquenales, alcadienales y determinadas cetonas se pueden producir por
oxidaciones lipidicas de acidos grasos 1, como se recoge en el Anexo 2. Estos compuestos en
general, proporcionan aromas verdes o0 rancios que consiguen enmascarar otros aromas del
vino mas positivos.
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1.2. Analisis de los Compuestos Carbonilicos.
Como bien se sabe, los compuestos carbonilicos son, en general, muy reactivos, volatiles y
polares, lo que conlleva una gran dificultad para su cuantificacién. Hay que tener en cuenta
también que tienen unas propiedades cromatograficas muy pobres provocando picos con
colas y que ademads sus espectros de masas son de baja especificidad.

En el caso del vino, estas dificultades se ven agravadas por la presencia de otros compuestos
carbonilicos volatiles de caracter mayoritario (en concentraciones de mg/l o g/L) como el
acetaldehido o el acido piravico, y por componentes que suelen provocar efecto matriz, como
el etanol. La presencia de estos compuestos puede incrementar los problemas de
solapamientos y enmascarar los analitos a determinar.

Por estas razones, las estrategias para la determinacidon de compuestos carbonilicos volatiles
optan por incluir una etapa de derivatizacion de los compuestos carbonilicos a cuantificar. Uno
de los derivatizantes mas usados es la 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobencil)hidroxilamina (PFBHA) **
13, Con este derivatizante se obtienen las oximas por adicién nucledfila de la hidroxilamina al
grupo carbonilico formandose los isémeros (E) y (Z) para aquellos carbonilos no simétricos
(Figura 2). De esta forma se consigue una alta sensibilidad en varios sistemas de deteccidn,
como son la Deteccién por Captura Electrénica (ECD) %, la Espectroscopia de Masas por

) 13-14

Impacto Electrénico (EI-MS o el uso de Espectroscopia de Masas por lonizacién Quimica

Negativa (NCI-MS) 3,

F
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Figura 2: Mecanismo de la formacion de Oximas a partir de PFBHA

Para realizar dicha derivatizacion con PFBHA, los métodos de preconcentracién mas
convencionales para el analisis de compuestos carbonilicos son la Extracciéon en Fase Sdlida
(SPE) y la Microextraccion en Fase Solida (SPME). Para la SPE se propuso un método donde se
afiade directamente la muestra de vino al cartucho y posteriormente se lleva a cabo la
derivatizacion en el propio cartucho antes de la elucién de las oximas *. Los derivados en el
caso de la SPME, se forman directamente en la fibra de SPME que previamente ha sido
saturada con los vapores del PFBHA y expuesta al espacio de cabeza de la muestra de vino 3.
Sin embargo, estos métodos se han centrado en la cuantificacion de los aldehidos de Strecker,
sin llegar a proporcionar limites de detecciéon adecuados para alquenales, alcadienales y
cetonas.
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La Extraccion por Sorcion sobre barra agitadora (SBSE) asegura altas recuperaciones vy
sensibilidades debido a un mayor volumen de fase extractiva en comparacion a la SPME *°. En
este caso, la extraccidn se lleva a cabo sobre una barra que tiene el aspecto de una barra
magnética agitadora pero que contiene una capa de sorbente de Polidimetilsiloxano (PDMS) o
de una mezcla de Etilenglicol y Polidimetilsiloxano (EG-PDMS). Ambas fases son las Unicas
comercialmente disponibles y se conocen como Twister que es su marca registrada. Su
principio de funcionamiento se basa en el coeficiente de reparto existente entre la fase
polimérica y los analitos en fase acuosa ya que, mientras se esta agitando la muestra, el
Twister adsorbe los analitos y los concentra sobre la capa de sorbente con que esta recubierta
1617 La SBSE ha sido empleada en el andlisis del aroma de vino dando limites de deteccién
bajos y buena reproducibilidad . Sin embargo, el Unico estudio que se llevé a cabo para la
determinacidn directa (sin derivatizacion) de aldehidos del vino con SBSE, no proporcioné los
resultados deseados '®. Por eso el presente trabajo aborda la utilizacién de SBSE para la
extraccion y cuantificacidn de oximas previamente producidas.

2. Objetivos y Planteamiento del Trabajo
Este estudio intenta alcanzar como objetivo principal mejorar y adaptar un método de anlisis
para la determinacion de compuestos carbonilicos volatiles traza presentes en el vino como
son los aldehidos de Strecker, alquenales, alcadienales y cetonas (Tabla 1). Para ello, se
propone la utilizacidon de la técnica SBSE para la extraccién de oximas previamente producidas,
introducidas en el sistema cromatografico por desorcién térmica (TD) y analizadas por
cromatografia de gases dual y espectrometria de masas.

Tabla 1: Compuestos Carbonilicos voldtiles a estudiar

Strecker

Cetonas

Alquenales

Alcadienales

Isobutaldehido

1-Octen-3-ona

(2)-3-Hexenal

(E,E)-2,4-Hexadienal

2-Metilbutanal

(2)-1,5-Octadien-3-ona

(E)-2-Hexenal

(E,2)-2,6-Nonadienal

3-Metilbutanal

3-Metil-2,4-nonadiona

(E)-2-Nonenal

(E,E)-2,4-Nonadienal

Metional

(E)-2-Decenal

(E,E)-2,4-Decadienal

Fenilacetaldehido

Para poder cumplir el objetivo principal, en este trabajo se estudian varios pardmetros para
mejorar el método, entre los que se encuentran el tipo de disolvente y el volumen de elucidn
en la SPE previa; ademas de la mejora de pardmetros en la etapa de SBSE como son el volumen
a adicionar tanto de agua como de analito en masa, el efecto de la fuerza idnica de la
disolucién y el propio tiempo de extraccién.

En cuanto a los objetivos formativos del trabajo, se encuentran la buisqueda bibliografica, el
disefio basico de experimentos, la ejecucion de tareas experimentales, la obtencién vy
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evaluacién de datos analiticos, la realizacion de andlisis estadisticos e interpretacion de
resultados experimentales para la optimizacion del nuevo método analitico.

3. Parte Experimental

3.1. Instrumentosy Aparatos
En el estudio se han utilizado una gran variedad de instrumentos y aparatos del laboratorio
pero hay que destacar, entre todo el conjunto, aquellos que han permitido realizar las
optimizaciones, ademads del cromatégrafo de gases dual acoplado a un espectrometro de
masas.

e Acondicionador de tubos de sorcion, (Figura 3) modelo TC-20 de la marca comercial
Markes® International. Mediante un flujo de nitrégeno y temperatura desorbe
térmicamente las impurezas que hayan podido quedar en el Twister. Tipicamente se
acondicionan durante una hora a 300 °C que es la temperatura recomendada por el
fabricante.

Figura 3: Acondicionador de tubos de sorcion y
flujo de Nitrégeno usados en el estudio

e Agitadores magnéticos de sorcion (Figura 4): Barras agitadores de sorcion comerciales
GERSTEL®, conocidas como TWISTER. Estas barras estan recubiertas por 126 uL de
Polidimetilsiloxano (PDMS, 20 mm de longitud x 1,0 mm de espesor).
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Figura 4: Barras “Twister” agitdndose a 450 rom durante el
experimento de optimizacion

e Sistema de vacio para SPE (Figura 5), modelo VAC ELUT 20 de la marca comercial
Varian® (Walnut Creek, CA, EE.UU) conectado a una bomba de vacio con hueco para
20 cartuchos donde se lleva a cabo la derivatizacién y extraccidn de los analitos.

Figura 5: Sistema de vacio semiautomdtico para SPE.

e Equipo de cromatografia de gases multidimensional acoplado a espectrometria de
masas (MD-GC-MS) (Figura 6): Las muestras de compuestos carbonilicos volatiles,
adsorbidas anteriormente a los twister, se han analizado mediante un cromatdgrafo
de gases acoplado a un espectrometro de masas. El equipo de Cromatografia de Gases
usado ha sido el modelo 7890A, y, en el caso del espectrometro de masas, se ha
utilizado el modelo 5975C (Agilent® Technologies).

Para desorber los Twisters, se ha usado una Unidad de Desorcion Térmica (TDU) y un
Sistema de Inyeccién en Frio (CIS) con una entrada de Vaporizacidon programable y
termostatizada (PTV), todos éstos del fabricante GERSTEL®. Estos elementos del

equipo tienen unas determinadas caracteristicas.
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Figura 6: Cromatdgrafo de Gases acoplado a un Espectrometro de

Masas.

Para la unidad de Desorcién Térmica, el programa de temperatura programado se

indica en la Tabla 2.

‘ Tabla 2: TDU Gerstel

Programa de Temperatura:
Temperatura Inicial 30°C
Tiempo de retardo 0,20 min

Tiempo Inicial 0,20 min
Velocidad 120°C/min
Temperatura Final 300°C
Tiempo de Espera 10 min

Ademas, los ajustes de la TDU realizados en el experimento se mencionan en la Tabla

3.

Tabla 3: Ajustes de la TDU

Modo Trasferencia de Temperatura

Pendiente

Modo de Desorcion

Splitless

Modo de Muestreo

Tubo de retencion — Refrigeracion en Standby

Temperatura en Standby

50°C

10
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En el caso del CIS, Sistema Criogénico de Inyeccidn, las principales caracteristicas del programa
de temperatura, usando Nitrégeno liquido, se han indicado en la Tabla 4.

‘ Tabla 4: Parametros del CIS ‘

Temperatura Inicial -10°C
Tiempo de Equilibrio 0,20 min
Tiempo Inicial 0,10 min
Primera Rampa
Velocidad 16°C/s
Temperatura Final 150°C
Tiempo de espera 0,00 min
Segunda Rampa
Velocidad 12 °C/s
Temperatura Final 300 °C
Tiempo de espera 30 min

Las principales caracteristicas de la entrada de vaporizacién termostatizada vy
programable se sefialan en la Tabla 5.

Tabla 5: Caracteristicas de la entrada de vaporizacion

Gas Portador He
Modo Venteo del solvente mediante PTV
Temperatura 250°C
Presidon de trabajo 36,01 psi
Flujo total 24,985 mL/min
Flujo de purga del Septum 3 mL/min

Flujo de purga a la ventilacion Split

20 mL/min alos 3 min

Flujo de Venteo

50 mL/min

Presion de venteo

36,01 psi hasta 0,1 min

El instrumento de cromatografia de gases utilizado estd compuesto por dos columnas
inmersas en el interior del horno cromatogréfico (Figura 7) cuyas caracteristicas
especificas y el programa de Temperatura de éste se indican en la Tabla 6:

Tabla 6: Caracteristicas y Programa de Temperaturas de las Columnas ‘

Tiempo de Equilibrio

1 min

Temperatura Maxima

250 °C

Programa de Temperaturas del Horno

Temperatura Inicial

40 °C durante 4 min

Aumento de la Temperatura

6°C/min durante 30 min

Temperatura Final

250 °C

Tiempo total en funcionamiento

69 min
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La primera columna era una columna apolar Agilent® J&W DB-5MS, compuesta por un 5% de
fenilo y un 95% de dimetilarileno siloxano y cuyas dimensiones eran de 15 metros de longitud,
250 um de ancho y 0,25 um de espesor de fase. Estad conectada a un conector que la combina
con un detector de ionizacién de llama (FID) y con la segunda columna permitiendo la
transferencia de cortes cromatograficos entre éstas.

La unién entre el detector de ionizacion de llama (FID) y la primera columna se produce
mediante una columna secundaria con dimensiones de 6,7 m de longitud y 180 um de ancho.
Ademas, el detector FID trabajaba a una temperatura constante de 280 °C y con unos flujos
constantes de H, y de Aire de 40 mL/min y de 450 mL/min respectivamente.

La segunda columna era una columna Agilent® DB-WAXETR, muy polar constituida por
polietilenoglicol y cuyas dimensiones son de 30 metros de longitud, 250 um de ancho y 0,5 um
de espesor de fase.

Figura 7: Conjunto de las columnas internas del horno, la primera
Agilent® J&W DB-5MS, y la sequnda Agilent® DB-WAXETR

Esta ultima columna estd conectada al espectrometro de masas Agilent® 5975C, con un
analizador de masas cuadrupolo que detectaba las relaciones m/z de los iones. Se usé6 el modo
SCAN a unas temperaturas de la fuente y del cuadrupolo de 150°C trabajando con un rango de
relacion m/z desde 40 hasta 370. Ademas, la linea de transferencia se mantuvo a una
temperatura de 250°C.

Inicialmente, se pensd utilizar como fuente de ionizacién la NCI pero por problemas técnicos al
final se usé la El.

Ademas de los principales equipos determinantes para conseguir el objetivo, los principales
instrumentos de laboratorio usados han sido los siguientes:

e Agitadores magnéticos.

e Balanza de precision, modelo HR-200 de la marca comercial A&D Weighing®.
e Botes de cristal de 100 mLy de 250 mL.

e Buretasde 10 mL.

e Erlenmeyer de 10 mLy 25 mL.

e Frascos de plastico de 100 mL.

e Gradilla.

e Jeringas de 50 uL y de 100 pL.

e Jeringas de plastico de 10 mL.

e Matraces de 25 mLy de 50 mL.

12
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e Micropipetas de 25 pL, 200 uL, 1 mL y de 5 mL con sus correspondientes puntas de
plastico.

e pH-metro, modelo micropH 2002 de la marca Crison®.

e Pipetas pasteur de plastico.

e Pipetas desechables de 10 mL.

e Placa magnética.

e Probetas de 10 mLy de 25 mL.

e Secador.

e Vasos de precipitados de 10 mL, 25 mLy 50 mL.

e Viales “Setup”.

e Vialesde 150 uLy de 2 mL.

e Zapatilla de vidrio.

3.2. Materiales, Disolventes y Reactivos

3.2.1. Disolventes
El hexano calidad Organic Trace Analysis, el dietil éter calidad LiChrosolv HPLC se compraron
en Merck (Darmstadt, Alemania). El etanol absoluto (EtOH) se compré en VWR Chemicals®
(Barcelona, Espafia). El diclorometano y el metanol (MeOH) calidad Distol Pesticide Residue
Grade se compraron a la casa comercial Scharlab S.L. Ademas, se usé agua Mili-Q, obtenida de
la purificacion del agua destilada a partir del sistema de purificacién de la marca comercial
Millipore® (Bedford, Alemania).

3.2.2. Cartuchos parala SPE
Se han usado cartuchos comerciales de 100 mg de resinas ENV+ (copolimero de poliestireno-
divinilbenceno hidroxilado hiperentrecruzado) en reservorios de 1 mL de volumen interno de
la marca comercial ISOLUTE® (MID Glamorgan, Reino Unido).

3.2.3. Reactivos y Estandares Quimicos
El hidrégenocarbonato de sodio (99,7%), el acido tartdrico, el hidréxido de sodio y el cloruro de
sodio se han obtenido de la casa comercial Panreac® (Barcelona, Espafia). El acido sulfurico
(95-97%) se obtuvo de Scharlau® (Barcelona, Espafia).

Se prepard vino sintético, que es una disolucion acuosa al 12% de etanol, con una
concentracién de 5 g/L de acido tartarico y un posterior ajuste del pH hasta un valor de 3,5
afiadiendo hidréxido de sodio.

Los estandares quimicos usados fueron el (E, E)-2,4-decadienal >89% de la marca comercial
Lancaster® (Eastgate, Reino Unido); Isobutiraldehido 99%, 2-metilbutanal 95%, 3-metilbutanal
97%, metional 297%, fenilacetaldehido 90%, (Z)-3-hexenal 98%, (E)-2-hexenal 98%, (E)-2-
nonenal 97%, (E)-2-decenal 92%, (E,E)-2,4-hexadienal 95%, (E,Z)-2,6-nonadienal 96%, (E,E)-2,4-
nonadienal >85% y 2,3,4-tricloroanisol 99% (usado como estandar interno) se compraron en
Aldrich® (Madrid, Espafia). La 1-Octen-3-ona 99% y (Z)-1,5-octadien-3-ona 98% son de la marca
Fluka® (Madrid, Espana). La 3-metil-2,4-nonadiona >97% se compro de la compafiia Takasago
International Chemicals-Europe (Murcia, Espafia). A partir de estos estandares comerciales, se
realizaron disoluciones (Anexo 3) madre individuales de cada compuesto (de 1,5 a 7,8 g/L) en
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etanol (Anexo 4), disoluciones intermedias de cada grupo de compuestos (300 mg/L) en
etanol (Anexo 5), y finalmente una disoluciéon de trabajo con todos los compuestos (=25 mg/L)
también en etanol (Anexo 6).

Como agente derivatizante de los compuestos carbonilicos, se ha usado o0-(2,3,4,5,6-
pentafluorobencil)hidroxilamina clorhidrato (PFBHA) al 99% de Fluka®. Se prepard diariamente
una disolucion acuosa de PFBHA de 5 mg/L.

3.2.4. Muestras
Para la optimizacién del método cromatografico, se derivatizaron muestras de vino sintético
conteniendo 10 mg/L o 250 pg/L de los compuestos a determinar individualmente y muestras
de vinos reales sin dopar y dopados con 100 pg/L de los analitos.

Para la seleccion del disolvente, volumen de elucidon y la optimizacion de la SBSE se
derivatizaron muestras de vino sintético conteniendo =100 pg/L de todos los analitos (Anexo
7).

3.3. Procedimiento de Derivatizacion de compuestos carbonilicos
El proceso de derivatizacién de la muestra de vino sintético conteniendo los analitos sigue el
método descrito por Ferreira y col. 7. En resumen se paso a través de cartuchos de 100 mg de
resinas ISOLUT ENV+, previamente acondicionados con 2 mL de hexano, metanol vy
agua/etanol 12% (v/v), 5 mL de la muestra de vino sintético dopado. Después, se les afiadio 1
mL de agua mili-Q, 5 mL de disoluciéon acuosa NaHCOs; 1% para eliminar los compuestos
carbonilicos mayoritarios del vino y se volvieron a lavar los cartuchos con 1 mL de agua mili-Q.

Tras el lavado, se adicioné a cada cartucho 1 mL de la disolucién del agente derivatizante
preparada anteriormente, dejando reaccionar durante 15 minutos a temperatura ambiente. El
exceso de agente derivatizante se elimind pasando 5 mL de H,SO4 0,05 M. Finalmente, se lavé
cada cartucho con 1 mL de agua mili-Q y se eluyeron con 1 mL de una mezcla hexano/dietil
éter al 10% (v/v).

3.4. Optimizacion del método-analisis por GC-MS de los

compuestos derivatizados
La primera parte del estudio fue la optimizacion de la separacién cromatografica.
Concretamente, se analizaron determinadas muestras de vinos, tanto reales como sintéticos,
dopadas con los analitos de interés para identificar los picos y los tiempos de retencion de los
compuestos que se querian estudiar.

Mas especificamente, se analizaron primero tres muestras de vino: Una de vino real, otra de
vino real dopado y la ultima de vino sintético dopado. Para su preparacion, se cogieron tres
erlenmeyers de 10 mL y se afadieron a cada uno 4 mL de una disolucion, preparada
anteriormente, de EtOH/H,O del 13%. Después se le colocd un Twister, previamente
acondicionado, a cada uno vy, finalmente, con la micropipeta de 200 uL, se tomaron 40 pL de
cada una y se empaparon cada uno de los Twisters con estos volumenes. Por ultimo, se
dejaron agitando las disoluciones durante 1 hora a 400 rpm para que los compuestos que
tenian cada uno de los vinos se adsorbiesen en el Twister.
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En caso de que la identificacién de los compuestos fue dudosa, se decidié realizar el analisis de
compuestos individualmente y de varias mezclas de éstos a partir de los tiempos de retencién
observados en datos bibliograficos y en las anteriores muestras. Para ello, sobre un
erlenmeyer de 10 mL con el Twister optimizado se afiadieron 4 mL de la disolucién EtOH/H,0
del 13% junto con 40 plL de cada mezcla preparada o compuestos individuales de
concentraciones de 100 pg/L (Anexo 8). Se agitaron a 400 rpm durante un tiempo de 50
minutos y se secaron con N; a una temperatura de 50°C. Finalmente, los Twisters se insertaron
en el equipo GC-MS obteniéndose los cromatogramas y las relaciones m/z de cada compuesto.
De esta forma, se apreciaron con claridad los picos y tiempos de retencidn de éstos.

3.5. Seleccion del disolvente y el volumen de elucion para el

cartucho de SPE

El procedimiento de la optimizacién del disolvente se dividié en dos partes: la primera, en la
que se realizé la derivatizacién de los analitos y la elucion de los mismos en distintos
disolventes; y la segunda, que fue la sorcidn de las oximas obtenidas en los agitadores Twisters
afadiéndoles, antes de agitar, el patréon interno. Los disolventes usados para la elucion fueron
H,O/EtOH al 12% (v/v), MeOH, una mezcla EtOH/Hexano al 20% (v/v) y otra mezcla de
EtOH/Hexano al 40% (v/v). Cada cartucho se eluyd hasta un volumen maximo de 4 mL de
disolvente, recogido en fracciones de 0,5 mL. Cada disolvente se probd por duplicado.

Tras realizar todas las derivatizaciones y eluciones, se procedié a la etapa del uso de Twister en
dicha optimizacidn. Antes de realizar las diluciones de la etapa de los Twisters, se tuvo que
preparar una disolucidn del compuesto 2,3,4-TCA como patrén interno. Esta nueva disolucion
de 2,3,4-TCA se preparé anadiendo 26 puL del patrén puro a 25 mL de EtOH en un erlenmeyer.
Finalmente, esta disolucidn se guardé en dos viales.

El analisis de cada una de las fracciones obtenidas se realizé afiadiendo 50 pul del extracto a
4,95 mL de agua (para obtener un volumen total de 5 mL) y se afiadié 5 L del patrén interno
(2,3,4-TCA). A partir de aqui, se pudieron obtener las curvas de elucién para cada compuesto
en cada disolvente estudiado.

3.6. Optimizacion de la extraccion con Twister
Después de conocer que el disolvente que se usaria en el método seria la mezcla de
EtOH/Hexano al 20%, se realizd la optimizacion de la extraccidn con Twister considerando
varios pardmetros como son: 1) la dilucion del extracto con agua (con un determinado
porcentaje de disolvente); 2) la cantidad de extracto en masa; 3) la concentracién de NaCl y 4)
el tiempo de extraccion en el método.

Con el fin de partir siempre de la misma disolucidn, se hizo un “pool” de las fracciones en un
vial de 5 mL, de las réplicas de los extractos de EtOH/Hexano 20% hasta el volumen de 2 mL.
Para su preparacién, se tomo 400 pL de cada extracto hasta los 2 mL y de cada réplica llegando
a tener un volumen total de 3,2 mL para poder optimizar cada parametro.
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3.6.1. Optimizacion del factor de diluciéon del extracto con agua
Para saber el volumen de agua que necesitaria el método para producirse la dilucién,
realizamos una prueba con unos volimenes variados de ésta, realizando tres réplicas de cada
disolucién preparada en erlenmeyers de 10 mL. En cada disolucidn se afiadia 25 pL de la
disolucién combinada junto con 5 pL de 2,3,4-TCA. Se anadié los siguientes volumenes de agua
destilada:

- Disoluciéon 1: Se le adiciond 2,475 mL de agua destilada obteniéndose un volumen
total de 2,5 mL.

- Disolucidn 2: Se le adicioné 4,975 mL de agua destilada obteniendo un volumen final
de 5 mL.

- Disolucidn 3: Se le afiadié 7,475 mL de agua destilada obteniéndose un volumen final
de 7,5 mL.

- Disolucidn 4: Se le afiadié 9,975 mL de agua destilada obteniéndose un volumen final
de 10 mL.

Después de preparar las disoluciones, se agitaron los Twisters durante 1 hora a 1000 rpm. Se
introdujeron en el equipo para que se analizasen las muestras obteniéndose los
cromatogramas.

3.6.2. Optimizacion de la cantidad de extracto en masa
En este caso, lo que se analizé fue la cantidad de muestra combinada de extractos a afiadir en
el erlenmeyer. Las disoluciones se prepararon variando el volumen de extracto afiadido
llegando a un volumen total de 5 mL en cada erlenmeyer. Las disoluciones se prepararon, por
triplicado, con las siguientes cantidades de reactivos y disoluciones muestra:

- Disolucidn 1: A éstas se les afiadié 10 plL de la muestra combinada junto con 4,99 mL
de agua destiladay 5 puL de 2,3,4-TCA.

- Disolucidn 2: Se prepararon con 25 uL de la disolucién combinada ademas de 4,975 mL
de agua destiladay 5 puL de 2,3,4-TCA.

- Disolucién 3: Se prepararon afiadiendo 50 uL de la disolucién combinada junto con
4,95 mL de agua destilada y 5 pL de 2,3,4-TCA.

- Disolucién 4: Se prepararon a partir de 100 uL de disolucién combinada de los
extractos, 4,90 mL de agua destiladay 5 pL de 2,3,4-TCA.

- Disolucién 5: Se prepararon a partir de 200 uL de disolucién combinada de los
extractos, 4,80 mLde aguay 5 pL de 2,3,4-TCA.

Se agitaron las disoluciones con los Twisters durante 1 hora a 1000 rpm y se analizaron en el
equipo.

3.6.3. Optimizacion de la concentracion de NaCl
Se realizd la optimizacidn de la concentracion de NaCl para conocer con que cantidad de ésta
funciona perfectamente el método ademds de conocer la repetitividad de éste. Las
disoluciones que se realizaron con 25 plL de la disoluciéon combinada, unos 4,975 mL de agua
destilada y 5 pL de 2,3,4-TCA con los porcentajes de NaCl 0%, 5%, 10% y 20%. Estas se
efectuaron por triplicado. En las disoluciones con un 5% de NaCl se tuvo que afadir 1,25 g de
NaCl; en las que contiene un 10%, se adicionaron 2,5 g y en aquellas con un 20% de NacCl se
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anadié 5 g de NaCl a cada disolucién. De esta forma, después de meter los Twisters, se dejaron
durante una hora agitando a una velocidad de 1000 rpm.

3.6.4. Optimizacion del Tiempo de Extraccion
Para poder realizar esta optimizacidn, se tuvo que efectuar previamente las integraciones de
los cromatogramas de las disoluciones que contenian NaCl y calcular a partir de las dreas sus
%DSR. Tras conocer qué disoluciéon con porcentaje de NaCl fue la éptima, se realizd la
optimizacidén del tiempo de extraccién.

Se prepararon por triplicado 15 disoluciones con 50 plL de la disolucién combinada, junto con
4,95 mL de la disolucidon de agua destilada sin NaCl, ademas de afiadir 5 uL de 2,3,4-TCA.
Después, se les afiadidé cada Twister a cada erlenmeyer y se estuvo midiendo el tiempo de
extraccién para cada uno. Para los tres primeros, la disolucién estuvo en movimiento durante
15 minutos. En los siguientes, la disolucion se agité durante 30 minutos, 45 minutos, 1 horay,
por ultimo, 2 horas.

Tras dejar de agitar los Twisters, éstos se afiadieron al cromatdgrafo de gases y se obtuvieron
los cromatogramas para, posteriormente, analizar los resultados.

3.6.5. Analisis Estadistico
Los resultados obtenidos se analizaron con el Software estadistico SPSS (SPSS Statistics v.15
IBM) realizando Analisis de las Varianzas (ANOVA) de un factor entre los resultados obtenidos
para cada compuesto carbonilico. El valor de probabilidad considerada estadisticamente
significativo fue inferior al 0,05 (p<0,05). Los valores medios obtenidos se compararon con la
prueba de Tuckey.

4. Resultados y Discusion

4.1. Optimizacion del Método Cromatografico

Se detectaron los analitos en un rango de masas desde 30 a 370 (Figura 8). Todas las oximas de
los compuestos carbonilicos analizadas, al estar derivatizadas por PFBHA, tenian en comun la
m/z 181. En el estudio se seleccionaron las relaciones m/z mas selectivas para cada uno
(normalmente una para cuantificar y otra para completar la identificacidn), que junto con sus
tiempos de retencién, se recogen en la Tabla 7. A modo de ejemplo se muestra el
cromatograma del (E)-2-nonenal obtenido con su m/z seleccionada y su espectro de masas
(Figura 9). Ejemplos adicionales para otros compuestos se recogen en el Anexo 9.
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Figura 8: Cromatograma General de las muestras con los compuestos enumerados:
1)Isobutiraldehido; 2)2-Metilbutanal; 3)3-Metilbutanal; 4) (2)-3-Hexenal; 5)1-Octen-3-ona;
6) (E)-2-Hexenal; 7) (2)-1,5-Octadien-3-ona; 8) (E,E)-2,4-Hexadienal; 9) Metional; 10) 2,3,4-

TCA; 11) (E)-2-Nonenal; 12) 3-Metil-2,4-nonadiona; 13) Fenilacetaldehido; 14) (E,Z)-2,6-
nonadienal; 15) (E)-2-decenal; 16) (E,E)-2,4-nonadienal; 17) (E,E)-2,4-decadienal
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Figura 9: Cromatograma a m/z 250 de las dos oximas del (E)-2-Nonenal cuyos tiempos de
retencion son 30,45 min (a) y 30,72 min (b) y su espectro
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Tabla 7: Relaciones m/z seleccionadas y tiempos de retencién para El

Compuesto m/z1 m/z2 Tiempo de Retenciéon (min)
Isobutiraldehido 195 250 15,23
2 2-metilbutanal 1 239 266 17,25
2-metilbutanal 2 239 266 17,30
3 3-metilbutanal 1 239 266 17,68
3-metilbutanal 2 239 266 17,95
4 (2)-3-hexenal 1 181 21,57
(2)-3-hexenal 2 181 21,86
5 1-octen-3-onal 140 321 23,20
1-octen-3-ona 2 140 321 23,99
6 (E)-2-hexenal 1 250 293 23,56
(E)-2-hexenal 2 250 293 23,62
(2)-1,5-octadien-3-ona 290 319 24,09
(E,E)-2,4-hexadienal 1 276 291 26,21
(E,E)-2,4-hexadienal 2 276 291 26,60
9 Metional 1 252 299 27,10
Metional 2 252 299 27,16
10 2,3,4-TCA 195 210 28,10
11 (E)-2-nonenal 1 250 335 30,45
(E)-2-nonenal 2 250 335 30,72
12 | 3-metil-2,4-nonadiona 363 239 30,36
13 Fenilacetaldehido 297 315 30,66
14 | (EZ2)-2,6-nonadienall 152 265 30,77
(E,2)-2,6-nonadienal2 152 265 31,00
15 (E)-2-decenal 1 250 349 32,70
(E)-2-decenal 2 250 349 33,05
16 | (EE)-2,4-nonadienal 1 276 333 33,15
(E,E)-2,4-nonadienal 2 276 333 33,31
17 | (EE)-2,4-decadienal 1 276 347 35,10
(E,E)-2,4-decadienal 2 276 347 35,19

Las m/z marcadas se usaran para cuantificar. El resto se tratan de relaciones m/z para la

confirmacion de su identidad.
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4.2. Seleccion del disolvente y el volumen de elucion para el

cartucho de SPE

Antes de realizar la parte experimental de dicha optimizacidn, se tuvo en cuenta cdmo de
polares iban a ser las oximas de los analitos, ya que para una correcta SBSE, sélo se adsorben
en el PDMS del Twister, aquellos compuestos volatiles no polares con un log Kow superior al
valor de 4 . Ademas, esta propiedad era clave para realizar la comparacion de las eluciones
con los diferentes disolventes para las diferentes oximas. Para ello, se buscd los valores de log
Kow tedricos o experimentales para cada uno de ellos (Anexo 10)°. Ademds, esta busqueda de
los log Kow permitié hacer una estimacion.

A partir de las areas de cada analito en cada cromatograma (Anexo 11), se calcularon los
porcentajes de cada analito en cada fraccidon respecto de la suma total de ese analito en todas
las fracciones de una misma réplica (Anexo 12).

Para conocer el disolvente y el volumen de elucidn adecuados, se representaron los
porcentajes medios acumulados de cada compuesto eluido indicdndose en la ecuacién 1y en
el Anexo 13 para cada tipo de disolvente (Graficas 1). Los compuestos y disolventes se indican
en la leyenda.

Ecuacion 1:

% Volumen medio Acumulado = % Volumen medio de n + % Volumen medio de (n + 1)

Donde n es la fraccidn de volumen que se eluye y (n+1) es la siguiente que se eluira.

Se observé que, cada vez que aumentaba el volumen de elucidn, el porcentaje de compuesto
eluido disminuia para todos los disolventes, como era de esperar. De esta forma, cuando la
curva llega a una zona plana, indica que todo el compuesto se ha eluido con el disolvente
correspondiente.

Lo primero que se observa en las Graficas 1, es un comportamiento diferente de los
disolventes de elucidon para cada analito. A modo de ejemplo, se observa que para el
isobutiraldehido (Grafica 1a), sus oximas se eluian a un volumen de 2 mL tanto con etanol
como con metanol mientras que, para las oximas del (E,E)-2,4-Decadienal (Grafica 1f), usando
estos disolventes, sus oximas necesitaban un volumen de elucién superior a 4 mL para poder
ser eluidos. Esto se debia a la polaridad de los compuestos: mientras el log Kow del
isobutiraldehido es de 0,74 (muy polar), el log Kow del (E E)-2,4-Decadienal es de 3,33 (mas
apolar). De esta forma, el isobutiraldehido necesitaba un volumen menor tanto de etanol
como de metanol para ser eluido, comparando con el (E,E)-2,4-Decadienal.

Por esta razdn, se decidid afiadir un determinado porcentaje de hexano al etanol, formando
mezclas de etanol tanto al 20% como al 40% de hexano. De esta forma, la polaridad del
disolvente disminuyd permitiendo una mayor elucion de los analitos (oximas apolares) con un
volumen menor para ambos eluyentes. Siguiendo la comparacién anterior entre el
isobutiraldehido y el (E,E)-2,4-Decadienal, se observé que el isobutiraldehido pasé a reducir su
volumen de eluciéon a 1 mL con las dos mezclas etanol/hexano. Con respecto al (EE)-2,4-
Decadienal, su volumen de elucién disminuyé hasta los 1,5 mL usandose las mezclas
etanol/hexano. Para 13 de los 16 analitos estudiados, se comprobd que con 1,5 mL se
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conseguia eluir mas del 80% con ambas mezclas etanol/hexano. Este porcentaje mejora al
aumentar el volumen, sin embargo, hay que tener en cuenta que a mayor volumen mas
diluidos estaran los analitos y empeoraran los limites de deteccion. Por eso el volumen de
elucion elegido con etanol/hexano ha sido de 1,5 mL.

El Unico caso singular fue el del metional, que siendo el compuesto mas polar se eluye mejor
con etanol o metanol que con las mezclas con hexano. De todas formas, las dreas de este
compuesto son las que mas afectadas se ven por la falta de reproducibilidad, debida a que este
compuesto no se derivatiza bien en vino sintético 3.

Ademads, se observd que, entre los porcentajes afiadidos de hexano, no hay diferencias
apreciables. Como la barra de Twister tiende a adsorber el hexano debido a su apolaridad,
hincha la barra y puede impedir su entrada en el TDU, interfiriendo asi en la medida de los
analitos, se decidié finalmente escoger como disolvente la mezcla de etanol con menor
porcentaje de hexano, el 20%.
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Compuestos Disolventes

a) Isobutiraldehido
b) 2-Metilbutanal
c) 3-Metilbutanal
d) (2)-3-Hexenal
e) 1-Octen-3-ona

f) (E)-2-Hexenal === Metanol
g) (E,E)-2,4-Hexadienal = Etanol
h) Metional ) /H _—
anol/Hexano
i) Fenilacetaldehido " 5
j) (E)-2-Nonenal === Etanol/Hexano 40%

k) (E,Z)-2,6-Nonadienal
m) (E)-2-Decenal
n) (E,E)-2,4-Nonadienal
fi) (E,E)-2,4-Decadienal
0) (2)-1,5-Octadien-3-ona
p) 3-Metil-2,4-nonadiona

Grdficas 1: Representacion del % de compuesto eluido por el volumen para cada analito y
disolvente usado (Leyenda).

4.3. Optimizacion de la extraccion con Twister
Para conocer los pardmetros éptimos de la extraccion se decidid realizar Andlisis de las
Varianzas (ANOVA), con una probabilidad inferior a 0,05 (p<0,05); entre las relaciones Areas de
los analitos/Area del 2,3,4-TCA para cada uno de ellos (Anexo 14).

4.3.1. Optimizacion del factor de dilucion del extracto con agua
Con respecto al calculo del factor de dilucién del extracto con agua, el volumen influyé en 5 de
los 16 analitos, como se observa en la tabla 8, indicando la presencia de diferencias
significativas en éstos. Se eligi6 como volumen éptimo 5 mL de agua, ya que si se incrementa
el volumen de disolvente, éste proporciona una sefial mayor.
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Tabla 8: Area relativa (promedio * desviacion estandar) en funcién del volumen de agua en
la extraccion con Twister.

‘ Volumen de H,0

2,5mL 5mL 7,5mL 10 mL
Isobutiraldehido 2,28 +0,23 2,42 £0,22 2,43+0,13 2,84 10,26
2-Metilbutanal 5,99+ 0,64 6,31+ 0,58 5,68+ 0,39 7,32+0,63
3-Metilbutanal 5,25+ 0,56 5,57+0,41 5,05+0,36 6,38+ 0,46
(2)-3-Hexenal 2,61+0,22 2,60 10,21 2,27 40,22 2,67 10,23
1-Octen-3-ona 4,40 + 0,49° 4,35 + 0,88° 2,24 +0,32° 5,06 + 0,44°
(E)-2-Hexenal 7,50+0,84 8,04 + 0,67 6,50+ 0,34 8,41+ 0,65
(Z)-1,5-Octadien-3-ona 1,46 + 0,16%° 1,58+0,18° 1,11 + 0,09° 1,74 +0,13°
(E,E)-2,4-Hexadienal 6,15+ 0,58 6,76+ 0,43 5,82+0,31 6,87 + 0,67
Metional 0,57 +0,09 0,75+0,16 0,93+0,10 0,76 £ 0,13
3-Metil-2,4-nonadiona 4,04 +0,22% 4,66 £ 0,172 4,06 +0,13% 3,79+0,37°
Fenilacetaldehido 0,54+ 0,04 0,63+0,04 0,57 +0,02 0,56+ 0,04
(E)-2-Nonenal 7,94 +0,71° 8,32 +1,21° 4,16+ 1,37° 7,33+1,10%"
(E,2)-2,6-Nonadienal 0,50+ 0,05 0,53+0,06 0,37+0,05 0,47 £ 0,08
(E)-2-Decenal 3,50+0,35 3,72+0,23 1,54 +0,88 2,85+0,43
(E,E)-2,4-Nonadienal 7,01+ 0,66 7,73+£0,90 4,74+ 1,13 6,71+1,17
(E,E)-2,4-Decadienal 7,01+0,61° 7,39 £ 0,522 3,51+1,77° 5,78 + 0,99%°

a.b: | etras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05) entre

tratamientos.

4.3.2. Optimizacion de la cantidad de extracto en masa

Para conocer la cantidad ideal de disoluciéon problema que habria que afiadir para realizar la
extraccion, se detecté que todos los resultados obtenidos eran diferentes y significativamente
mayores al afiadir una cantidad de masa mayor segin el ANOVA (Tabla 9). De esta manera, se
optd por seleccionar la mayor masa afiadida de la disolucién problema (100 L) ya que
proporciona una mayor sefal y, por lo tanto, permitiria obtener unos limites de deteccidn
mucho mas bajos, factor critico a la hora de analizar los compuestos carbonilicos en vino ya
gue son relevantes a niveles de concentracion de ng/L.
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Tabla 9: Area relativa (promedio + desviacion estdndar) en funcién del volumen de la
disolucion problema en la extraccion con Twister.

‘ Volumen de Dis. problema

10 pL 25 plL 50 plL 100 pL
Isobutiraldehido 1,10+ 0,10 2,42+0,22 4,69+0,43 5,43+0,53
2-Metilbutanal 2,53 10,27 6,31+0,58 14,17 £ 0,54 22,26 £ 2,16
3-Metilbutanal 2,28+0,19 557+0,41 12,21 +£0,53 20,11 +1,77
(Z)-3-Hexenal 1,10+ 0,11 2,60+0,21 5,44 +0,18 10,05 +0,97
1-Octen-3-ona 1,72+ 0,22 4,35+ 0,88 8,69+ 1,31 17,58 + 0,15
(E)-2-Hexenal 3,11+0,30 8,04 £ 0,67 17,22 £ 0,37 31,87 +3,71
(Z)-1,5-Octadien-3-ona 0,62 + 0,05 1,58+ 0,18 3,33+0,27 6,13+ 0,19
(E,E)-2,4-Hexadienal 2,47 + 0,22 6,76 + 0,43 13,77 +0,38 24,26 2,23
Metional 0,57+ 0,09 0,75+0,16 0,57 + 0,05 0,89+0,13
3-Metil-2,4-nonadiona 1,86 £ 0,24 4,66+0,17 8,70+0,33 14,81 +0,71
Fenilacetaldehido 0,29+ 0,04 0,63+ 0,04 1,22 £ 0,06 2,10+0,11
(E)-2-Nonenal 2,93+0,64 8,32+1,21 14,48 + 3,85 30,64 + 1,07
(E,Z)-2,6-Nonadienal 0,21+0,02 0,53+0,06 0,97+0,11 1,88 £ 0,01
(E)-2-Decenal 1,25+ 0,44 3,72+0,23 5,61+1,88 13,64 + 0,88
(E,E)-2,4-Nonadienal 2,77 +0,39 7,73+ 0,90 13,51 +2,29 27,31+0,23
(E,E)-2,4-Decadienal 2,491 0,68 7,39+0,52 11,69 + 3,28 27,01+1,10

4.3.3. Efecto de la Fuerza Iénica de la disolucion en la extraccion

La sal es un compuesto que se afade a la disoluciéon para poder mejorar la fuerza idnica de
ésta (efecto salting-out). Para ello, se puede usar cualquier compuesto idénico pero, debido a la
facil disponibilidad en cualquier laboratorio, se suele utilizar NaCl. Si hay una determinada
concentracién de sal en la fase acuosa, permite la disminucidn de la solubilidad de la mezcla
permitiendo una mayor adsorcidn para el PDMS del Twister. Mientras que si la concentracion
es elevada, la viscosidad de la disolucion tiende a aumentar, reduciendo la eficiencia de la
extracciéon Y. Para conocer la cantidad de NaCl necesaria, se realizé el ANOVA y se detectd
diferencias significativas en varios compuestos (Tabla 10) segun la cantidad de NaCl. Se
observd que en la disolucidn sin adicion de NaCl, los resultados eran mayores que el resto de
disoluciones. Ademas, en éstas ultimas que contenian NaCl, los resultados eran constantes e
inferiores indicando que no hacia falta el uso de NaCl en la extraccién. Se llegd a la conclusidn
de que, como los compuestos derivatizados eran ya muy apolares, su afinidad por el PDMS era
muy elevada sin la necesidad de adicionar NaCl.
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Tabla 10: Area relativa (promedio + desviacion estandar) en funcién del porcentaje de NaCl
en la extraccion con Twister.

‘ % de NaCl

0% 5% 10% 20%
Isobutiraldehido 2,52+0,19 2,0140,15 1,91+ 0,24 1,95 + 0,27
2-Metilbutanal 6,25 + 0,45 5,54 + 0,45 4,69 + 0,99 4,50+ 0,74
3-Metilbutanal 5,39 + 0,38 4,88 + 0,35 4,16 + 0,74 4,02 +0,55
(2)-3-Hexenal 2,34+0,13 2,59 + 0,24 2,22+0,31 2,02+ 0,27
1-Octen-3-ona 2,77 +0,61% 4,34 + 0,30° 1,37 £ 0,06" 1,05 +0,11°
(E)-2-Hexenal 6,98 + 0,50 7,60 £ 0,65 6,74 +1,13 5,09 +1,13
(2)-1,5-Octadien-3-ona 1,24 + 0,21 1,55 + 0,23° 0,81+ 0,44° 0,61+ 0,42°
(E,E)-2,4-Hexadienal 5,65 + 0,45 6,18 + 0,42 6,25 + 0,40 5,30 + 0,47
Metional 0,57 + 0,09 0,75 + 0,15 0,70 + 0,05 0,57 + 0,09
3-Metil-2,4-nonadiona 3,88 0,27 4,21+ 0,09 4,33+0,20 4,12 + 0,25
Fenilacetaldehido 0,54 + 0,05 0,61+ 0,06 0,68+ 0,10 0,62 + 0,04
(E)-2-Nonenal 3,62 + 1,09% 7,55 + 0,01° 2,69 £ 0,83° 2,21+0,51°
(E,Z)-2,6-Nonadienal 0,34 + 0,08% 0,48 + 0,01° 0,23 +0,03° 0,19 + 0,03°
(E)-2-Decenal 1,09 + 0,35% 2,91 + 0,05 1,04 + 0,50° 0,87 +0,18°
(E,E)-2,4-Nonadienal 4,01+ 1,14 6,71 £ 0,13 2,73+0,82®  2,37+0,39"
(E,E)-2,4-Decadienal 2,62 + 0,847 5,99 + 0,04 2,22 +1,08% 1,86 + 0,39°

b | etras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05) entre

tratamientos.

4.3.4. Optimizacion del Tiempo de Extraccion

El tiempo de extraccion se estudid desde los 15 minutos hasta las 2 horas con el objetivo de

conseguir el minimo tiempo posible para dicho proceso. Realizado el ANOVA, se observaron

diferencias significativas para el isobutiraldehido, (Z)-1,5-octadien-3-ona, (E,E)-2,4-hexadienal,

3-metil-2,4-nonadiona y el fenilacetaldehido con respecto a los diferentes tiempos estudiados,

sefialadas en la tabla 11. Dado que los resultados de mayor valor se han dado para las 2 horas,

éste seria el tiempo dptimo de extraccidén de la técnica. Se detectd un incremento en los

valores con respecto al tiempo de extraccién, sin embargo la gran variabilidad observada en las

réplicas hizo que el andlisis estadistico fuera poco fiable para llegar a una conclusion definitiva.
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Tabla 11: Area relativa (promedio * desviacion estandar) en funcién del tiempo de extraccion

en la extraccion con Twister.

‘ Tiempo de Extraccién

15 min 30 min 45 min 60 min 120 min
Isobutiraldehido 3,56+0,26° 4,13+0,41*® 4,02+0,10®® 3,88+0,18° 4,38 +0,09°
2-Metilbutanal 9,59+1,61 10,84+0,55 11,78+0,17 10,36+1,40 12,70+0,29
3-Metilbutanal 826+1,30 9,23+0,55 10,11+0,37 895+1,15 10,95+0,18
(2)-3-Hexenal 3,62+0,42  4,18+0,25 4,66+0,27 398+0,86 5,22%0,53
1-Octen-3-ona 6,95+2,48  4,24+1,95 6,56+1,37 561+1,75 7,43+1,30
(E)-2-Hexenal 11,90+1,85 12,29+0,77 13,99+0,65 11,85+2,35 15,24 +1,09
(2)-1,5-Octadien-3-ona 2,49+0,66° 1,90+0,46°® 2,58+0,32® 2,23+0,48° 12,00+0,29°
(E,E)-2,4-Hexadienal 9,07+ 1,03 10,91+0,80* 11,45+0,66°® 9,34+1,61®® 12,47 +0,74°
Metional 0,82+0,07 0,67+0,14 0,62+0,09 064014 0,5920,06
3-Metil-2,4-nonadiona 6,54 +0,62° 7,19+0,27®® 7,40+0,12®® 7,26+0,55°® 8,04+ 0,10°
Fenilacetaldehido 0,93+0,06° 1,06+0,05° 1,11+0,01* 1,06+0,07*®* 1,18+ 0,01°
(E)-2-Nonenal 12,54+4,17 8,22+431  12,01+4,64 9,72+4,07 12,20+3,60
(E,2)-2,6-Nonadienal  0,79+0,19 0,57 +0,22 0,80+0,16 0,71+0,17 0,87%0,13
(E)-2-Decenal 531+1,78  3,47+2,15 514+2,18 4,01+2,08 4,56%2,16
(E,E)-2,4-Nonadienal  11,11+3,04 791+3,74  11,33+3,40 9,67+3,27 12,00%2,63
(E,E)-2,4-Decadienal 10,85+3,33 7,34+4,23  10,61+4,16 8,45+3,88 12,00+3,34

a.b: | etras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05) entre

tratamientos.

5. Conclusiones
Tras realizar el estudio, se ha llegado a la conclusién de que el uso de la técnica SBSE-GC-MS
con una previa derivatizacién era ideal para detectar compuestos carbonilicos traza en el vino,
obteniéndose unos resultados satisfactorios con respecto a los pardmetros estudiados vy
optimizados.

Con respecto a las optimizaciones del tipo de disolvente y el volumen de elucidn, se llegd a un
compromiso debido a las diversas polaridades de los compuestos a estudiar. Se eligié como
disolvente dptimo etanol con un 20% de hexano y un volumen de elucién de 1,5 mL ya que los
analitos en el vino sintético se extraen casi por completo.

En la optimizacion de la etapa de extraccion con el Twister se estudiaron parametros
relevantes como el factor de dilucién del extracto con agua, la cantidad de extracto a afiadir, la
necesidad o no de afiadir NaCl a las diluciones u obtener el tiempo de extraccidn, realizdndose
un profundo estudio estadistico que permitié optimizar éstos. De esta manera, se obtuvieron
los valores ideales para realizar poder realizar un analisis de estos compuestos proporcionando
una elevada sefial y permitiendo obtener, mas adelante, una validacién del método.
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7. Anexos

Anexo 1: Relacién de aminoacidos con su respectivo aldehido de Strecker y sus correspondientes olores.

Aminoacido Precursor Aldehido de Strecker Olor destacable® Umbral de olfaccién en agua (pg/L)®
CH; O O
. Isobutanal H3c\H-L
Valina H3C)\‘/lkOH (2-metilpropanal) = Malta/Tostado 0,1-2,3
NH, CH3j
CH; O
HaC Hy S
Isoleucina s OH 2-Metilbutanal ¥ Rancio/Malta 1
NH; }
CH; NH,
)\)\{(0“ e H
3-Metilbutanal M
. HsC -
Leucina | (Isovaleraldehido) H,G o Grasa/Malta 0,2-2
. i H S
Metionina  Hc” MOH Metional \”/\/ Patata cocida 0,2
NH, (@)
HOC H
Fenilalanina i Fenilacetaldehido 5 Miel/Fruta pasa 4

2 Aragén-Capone, A.M., Estudio de los Factores que inciden en la Formacién de Aldehidos de Strecker en la Fermentacién Alcohdlica, in Departamento de
Quimica Analitica2020, Universidad de Zaragoza: Zaragoza.

b Leffingwell and Associates. [cited 2021 June ]; Available from: http://www.leffingwell.com/odorthre.htm
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Anexo 2: Compuestos carbonilicos derivados de la oxidacion de acidos grasos

Acido graso precursor Compuesto carbonilico derivado Olor destacable® Umbral de olfaccién en agua (ug/L)°
Acido linoleico 1-octen-3-ona Hierba, mantequilla, resina 0,005
(E)-2-nonenal Pepina, graso, verde 0,08-0,1
(E,E)-2,4-nonadienal Graso, cera, verde 0,09
(E,E)-2,4-decadienal Graso, frito, cera 0,07
Acido linolénico (E)-2-hexenal Graso, rancio 17
(2)-3-hexenal Hoja, verde 0,25
(E,2)-2,6-nonadienal Pepino, grasa, verde 0,01
Acido oléico (E)-2-decenal Naranja 0,3-0,4
Otros (2)-1,5-Octadien-3-ona Geranio, metal 0,1
(E,E)-2,4-Hexadienal Verde 10-60
3-Metil-2,4-nonadiona Paja, fruta 0,1

2 "Flavornet and human odor space." Retrieved Junio, 2021, from https://www.flavornet.org/

b Leffingwell and Associates. [cited 2021 June ]; Available from: http://www.leffingwell.com/odorthre.htm
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Anexo 3: Calculo de las Concentraciones de las Disoluciones.

Ecuacion 1:
m mg compuesto
Conc.Madre (_g) = i - d ——x Densidad del disolvente (i) * 1000 ml/L
L g disolucion ml
Ecuacion 2:
g Dis Madre g* Concentraciéon Madre (%)
m Densidad Disolvente Madre (=)
Conc.Int. (_,g) = ml
L g Disolucién Diluida (Suma de todos los compuestos de la dis. +el disolvente)

*x Densidad Dis.Diluida (%)
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Anexo 4: Concentraciones de las Disoluciones Madre.

Compuestos mg/L ‘
(Z)-3-hexenal 4228
(E)-2-hexenal 4301
(E)-2-nonenal 4863
(E)-2-decenal 7826
1-octen-3-ona 4244
(2)-1,5-octadien-3-ona 1518
3-metil-2,4-nonadiona 4240
Isobutiraldehido 3718
2-metilbutanal 4295
3-metilbutanal 3993
Metional 5320
Fenilacetaldehido 5423
(E,E)-2,4-Hexadienal 7694
(E,Z2)-2,6-Nonadienal 4975
(E,E)-2,4-nonadienal 4214
(E,E)-2,4-decadienal 4822
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Anexo 5: Preparacidn de las Disoluciones Intermedias.

Disoluciones Intermedias mg/L ‘

(2)-3-hexenal 247
(E)-2-hexenal 371

M-1
(E)-2-nonenal 362
(E)-2-decenal 335
1-octen-3-ona 334
M-2 (2)-1,5-octadien-3-ona 316
3-metil-2,4-nonadiona 339
Isobutiraldehido 303
2-metilbutanal 294
Dis. Hecha 3-metilbutanal 298
Metional 301
Fenilacetaldehido 305
(E,E)-2,4-Hexadienal 289
(E,2)-2,6-Nonadienal 308
-3 (E,E)-2,4-nonadienal 292
(E,E)-2,4-decadienal 300
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Anexo 6: Composicion de la Disolucién de Trabajo.

Disoluciéon Trabajo

(Z)-3-hexenal 22
(E)-2-hexenal 33
(E)-2-nonenal 33
(E)-2-decenal 30
1-octen-3-ona 30
(2)-1,5-octadien-3-ona 28
3-metil-2,4-nonadiona 31
Isobutiraldehido 30
2-metilbutanal 29
3-metilbutanal 30
Metional 30
Fenilacetaldehido 31
(E,E)-2,4-Hexadienal 29
(E,Z)-2,6-Nonadienal 31
(E,E)-2,4-nonadienal 29
(E,E)-2,4-decadienal 30
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Anexo 7: Concentraciones de los compuestos carbonilicos en la muestra de vino sintético.

Vino Sintético ug/L

Z-3-hexenal 89
(Z)-3-hexenal 134
(E)-2-hexenal 130
(E)-2-nonenal 120
(E)-2-decenal 120
1-octen-3-ona 114

(2)-1,5-octadien-3-ona 122
3-metil-2,4-nonadiona 121
Isobutiraldehido 118

2-metilbutanal 119
3-metilbutanal 121
Metional 122

Fenilacetaldehido 116
(E,E)-2,4-Hexadienal 123
(E,Z2)-2,6-Nonadienal 117
(E,E)-2,4-nonadienal 120
(E,E)-2,4-decadienal




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Anexo 8: Mezclas de compuestos a determinar para conocer sus tiempos de retencion.

Compuestos preparados Mezcla 1 Mezcla 2 Mezcla 3 Mezcla 4 Mezcla 5 Mezcla 6
individualmente (M-1) (M-2) (M-3) (M-4) (M-5) (M-6 = P 242-2)
(E)-2- 1-octen-3- (2)-1,5-octadien-3- (E,E)-2,4- (E,2)-2,6- Isobutanal
(E)-2-nonenal . .
hexenal ona ona hexadienal nonadienal
- il-2,4- .
(E,E)-2,4-nonadienal (2)-3-hexenal 3 metl. ’ 2-metilbutanal
nonadiona

(E,E)-2,4-decadienal (E)-2-decenal 3-metilbutanal

Metional

Fenilacetaldehido
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Anexo 9: Ejemplos de cromatogramas y espectros de masas de diferentes analitos
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.
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Cromatograma a m/z 140 de las dos oximas de la 1-octen-3-ona cuyos tiempos de retencidn son 23,20 min (a) y 23,99 min (b) y su espectro.
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Ah."w an 5000 49 M0 o 25000) 05050 1-TW BF Deie-2-50 00l TC-50AR Drdela
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Cromatograma a m/z 250 con los tiempos de retencidn de las oximas de (E)-2-Hexenal (23,56 y 23,62 min), (E)-2-Nonenal (30,45 y30,72
min) y el (E)-2-Decenal (32,70 y 33,05 min).
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.
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Cromatograma a m/z 276 de las dos oximas del (E,E)-2,4-Hexadienal cuyos tiempos de retencion son 26,21 min (a) y 26,60 min (b) y su espectro.
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.
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Cromatograma a m/z 239 con los picos de los compuestos 2-metilbutanal (17,25 min y 17,30 min) y 3-metilbutanal (17,68 miny 17,95 min) y espectro
del 2-metilbutanal.
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.
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Cromatograma a m/z 297 de las dos oximas del Fenilacetaldehido cuyo tiempo de retencion es de 30,66 min y su espectro.



Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Anexo 10: Valores de los Log Kow de los compuestos.

| Compuestos Log Kow® |

Isobutiraldehido 0,74
2-metilbutanal 1,23
3-metilbutanal 1,23
(Z)-3-hexenal 1,58
1-octen-3-ona 2,37
(E)-2-hexenal 1,58
(E,E)-2,4-hexadienal 1,37
Metional 0,41

Fenilacetaldehido 1,78 (Exp)
(E)-2-nonenal 3,06
(E,2)-2,6-nonadienal 2,84
(E)-2-Decenal 3,55
(E,E)-2,4-Nonadienal 2,84
(E,E)-2,4-Decadienal 3,33
(2)-1,5-octadien-3-ona 2,16
3-metil-2,4-nonadiona 2,43

2,3,4-TCA 3,74 (Exp)

@ "ChemSpider, Search and Share Chemistry." Retrieved Abril 2021, from http://www.chemspider.com.
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Anexo 11: Valores de las Areas para cada Disolvente.

EtOH/Agua Areas de las Réplicas E1

Compuestos E1-0,5 E1l-1 E1-1,5 E1-2 E1-2,5 E1-3 E1-3,5 E1-4 SUMA
Isobutiraldehido 46292223 33963656 15028656 4844299 2997171 813852 1808096 1070596 106818549
2-metilbutanal 17163173 21740491 3930094 1604480 1532672 665521 577410 334999 47548840
3-metilbutanal 34219435 32511538 18598206 7282318 3536007 1725789 1460499 818956 100152748
3-metilbutanal 1 14897650 14296668 8145816 3145415 1459579 727547 554591 278348 43505614
3-metilbutanal 2 19321785 18214870 10452390 4136903 2076428 998242 905908 540608 56647134
(Z)-3-hexenal 4023068 3977328 2462717 1114469 625816 435655 211348 140643 12991044
(2)-3-hexenal 1 3767912 3313672 2144246 955273 530546 382168 190057 127624 11411498
(2)-3-hexenal 2 255156 663656 318471 159196 95270 53487 21291 13019 1579546
1-octen-3-ona 10468326 16472193 20358305 9672463 5106188 3859878 3398772 1469612 70805737
(E)-2-hexenal 19154976 26548596 46513598 27445414 23593259 22582211 18338402 16053074 200229530
(E,E)-2,4-hexadienal 21437503 33655838 60423919 52355802 52294720 54128719 46837079 46883678 368017258
(E,E)-2,4-hexadienal 1 11051377 17023435 29613972 26285630 26719622 27819505 24920020 24959356 188392917
(E,E)-2,4-hexadienal 2 10386126 16632403 30809947 26070172 25575098 26309214 21917059 21924322 179624341
Metional 3339826 1066321 2748 1833 1833 1479 2585 2246 4418871
Fenilacetaldehido 9027835 10920228 10398724 6319599 5646978 4832036 4651017 4855825 56652242
(E)-2-nonenal 21130169 26188569 74453253 51523348 47216388 52155569 73616482 59071174 405354952
(E)-2-nonenal 1 8584078 11026857 33818732 20788910 18133122 19974822 32206579 23935478 168468578
(E)-2-nonenal 2 12546091 15161712 40634521 30734438 29083266 32180747 41409903 35135696 236886374
(E,2)-2,6-nonadienal 5879947 7823802 25900530 18670210 18205875 22264648 27112879 24835670 150693561
(E)-2-Decenal 6505990 6530946 33771051 7665827 11967051 21323101 42488421 26921316 157173703
(E)-2-Decenal 1 2077255 2878638 13631469 7663732 4664829 8071171 15360721 13293958 67641773
(E)-2-Decenal 2 4428735 3652308 20139582 2095 7302222 13251930 27127700 13627358 89531930
(E,E)-2,4-Nonadienal 644693 2122843 9281216 5882662 5847962 7936615 21836987 10533604 64086582
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 638754 933087 3334036 2025775 1993627 2661388 4129232 3516908 19232807
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 5939 1189756 5947180 3856887 3854335 5275227 17707755 7016696 44853775
(E,E)-2,4-Decadienal 610857 592919 4159491 1804486 1892698 2381898 6322913 3864975 21630237
(2)-1,5-octadien-3-ona 13085582 24756431 30409443 18988147 12348011 10238954 7698105 4819964 122344637
3-metil-2,4-nonadiona 6966807 11822042 11843181 6727594 4636783 3833126 2687565 2153769 50670867
2,3,4-TCA 156485 188432 180890 176580 196896 199711 195453 200862 186913,625
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

EtOH/Agua Areas de las Réplicas E2
Compuestos E2-0,5 E2-1 E2-1,5 E2-2 E2-2,5 E2-3 E2-3,5 E2-4 SUMA
Isobutiraldehido 396620 1905315 1113099 475561 107191 45858 15441 25290 4084375
2-metilbutanal 222305 765613 540024 283325 96991 41096 10530 16865 1976749
3-metilbutanal 435653 1031739 787170 460192 172663 90429 21753 39906 3039505
3-metilbutanal 1 200300 475219 360138 208874 80516 42608 9658 18201 1395514
3-metilbutanal 2 235353 556520 427032 251318 92147 47821 12095 21705 1643991
(Z)-3-hexenal 47138 83571 70438 46657 24384 17383 5155 7408 302134
(Z)-3-hexenal 1 38804 78552 57127 39976 19310 13643 3966 6668 258046
(Z)-3-hexenal 2 8334 5019 13311 6681 5074 3740 1189 740 44088
1-octen-3-ona 414748 553157 578468 561084 238078 157564 53612 94269 2650980
(E)-2-hexenal 1597142 1517014 1700100 1713208 1340502 1241808 633620 854312 10597706
(E,E)-2,4-hexadienal 1416193 1071468 1307763 1442821 1480884 1556316 946852 1053646 10275943
(E,E)-2,4-hexadienal 1 740053 566781 698823 810980 859103 893572 561038 575645 5705995
(E,E)-2,4-hexadienal 2 676140 504687 608940 631841 621781 662744 385814 478001 4569948
Metional 574 748 20 610 18 8 13 5 1996
Fenilacetaldehido 156156 302786 304598 246661 129767 122092 99731 106327 1468118
(E)-2-nonenal 1197330 1162340 1359248 2392307 1151418 1460604 1979386 2448371 13151004
(E)-2-nonenal 1 464641 462272 528072 880440 1141676 528662 650416 819711 5475890
(E)-2-nonenal 2 732689 700068 831176 1511867 9742 931942 1328970 1628660 7675114
(E,2)-2,6-nonadienal 400844 297935 383474 522598 524018 498375 490380 568776 3686400
(E)-2-Decenal 182219 285090 245511 568067 365095 269805 606228 800768 3322783
(E)-2-Decenal 1 74576 119707 102940 214454 137703 102265 210479 275232 1237356
(E)-2-Decenal 2 107643 165383 142571 353613 227392 167540 395749 525536 2085427
(E,E)-2,4-Nonadienal 105960 103770 112111 162938 168808 166013 209276 244839 1273715
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 44010 44431 49413 70129 73085 68244 90053 104940 544305
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 61950 59339 62698 92809 95723 97769 119223 139899 729410
(E,E)-2,4-Decadienal 48464 57041 58497 113182 102624 89838 173324 205561 848531
(2)-1,5-octadien-3-ona 751830 775850 865758 831883 481201 371389 147583 228212 4453706
3-metil-2,4-nonadiona 239486 315812 299946 245172 145719 110064 45324 69130 1470653
2,3,4-TCA 30966 29171 34262 17044 31941 33756 36342 36443 31240,625
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Compuestos M1-0,5 M1-1 M1-1,5 M1-2 M1-2,5 M1-3 M1-3,5 M1-4 SUMA
Isobutiraldehido 3520437 2312705 1915768 1361888 319780 85826 56278 50243 9622925
2-metilbutanal 1146758 1484129 1619924 1535214 944273 536110 609323 313425 8189156
3-metilbutanal 613689 767043 1124991 1005852 487238 148904 75284 23570 4246571
3-metilbutanal 1 287960 338252 508238 459867 224067 69693 35549 11429 1935055
3-metilbutanal 2 325729 428791 616753 545985 263171 79211 39735 12141 2311516
(2)-3-hexenal 49858 40810 89387 92359 66009 30099 19338 6721 394581
(Z)-3-hexenal 1 32476 32431 78812 82643 56217 24764 16865 5739 329947
(Z)-3-hexenal 2 17382 8379 10575 9716 9792 5335 2473 982 64634
1-octen-3-ona 24278 90810 588642 520025 509778 461797 447661 204763 2847754
(E)-2-hexenal 67850 163089 1157104 1561107 1759178 1488599 1709903 1092292 8999122
(E,E)-2,4-hexadienal 640774 187415 825402 1227953 1756475 1673526 2247110 1241657 9800312
(E,E)-2,4-hexadienal 1 624255 153726 412696 614080 959062 933949 1278668 692573 5669009
(E,E)-2,4-hexadienal 2 16519 33689 412706 613873 797413 739577 968442 549084 4131303
Metional 62667 424 113 52 51 28 61 15 63411
Fenilacetaldehido 106924 107739 232585 159319 124152 119423 175928 125287 1151357
(E)-2-nonenal 223827 31111 385020 262487 361075 1016000 1911991 1742120 5933631
(E)-2-nonenal 1 66976 12602 156263 106347 153851 408946 782276 671581 2358842
(E)-2-nonenal 2 156851 18509 228757 156140 207224 607054 1129715 1070539 3574789
(E,Z)-2,6-nonadienal 25196 6210 103886 103781 169148 308492 567837 486947 1771497
(E)-2-Decenal 159204 27045 83262 43418 44526 177894 308208 305305 1148862
(E)-2-Decenal 1 52582 10772 33446 17090 18067 72572 132735 126704 463968
(E)-2-Decenal 2 106622 16273 49816 26328 26459 105322 175473 178601 684894
(E,E)-2,4-Nonadienal 10049 7287 33057 26617 33765 75856 151504 132473 470608
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 4801 3968 17073 13876 14779 33071 63672 56013 207253
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 5248 3319 15984 12741 18986 42785 87832 76460 263355
(E,E)-2,4-Decadienal 20176 2066 19617 11698 11858 37957 72778 70194 246344
(2)-1,5-octadien-3-ona 24656 114666 813312 935882 902899 650339 708164 329883 4479801
3-metil-2,4-nonadiona 33360 78774 348980 415016 378765 249753 218703 97764 1821115
2,3,4-TCA 16787 17733 18079 13808 16758 11442 16657 17082 16043,25
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Compuestos M2-0,5 M2-1 M2-1,5 M2-2 M2-2,5 M2-3 M2-3,5 M2-4 SUMA
Isobutiraldehido 7791522 27331535 16851426 6372045 1754026 767525 565890 424012 61857981
2-metilbutanal 7450888 16109598 14400195 11364204 7587441 5549407 4850634 2565045 69877412
3-metilbutanal 6945387 10800305 9181055 6338301 2981701 1063078 367331 133938 37811096
3-metilbutanal 1 2940813 4827159 4227435 2832695 1279262 463588 165458 56295 16792705
3-metilbutanal 2 4004574 5973146 4953620 3505606 1702439 599490 201873 77643 21018391
(Z)-3-hexenal 721139 1311732 1141338 882314 552023 278242 117618 49870 5054276
(Z)-3-hexenal 1 554425 1068879 1008294 788078 489102 240174 100138 39371 4288461
(Z)-3-hexenal 2 166714 242853 133044 94236 62921 38068 17480 10499 765815
1-octen-3-ona 1034586 3767860 7718783 7530511 8503607 5197045 3314101 2110998 39177491
(E)-2-hexenal 1751530 6020839 11764380 15018009 15603397 14805794 12023831 9062510 86050290
(E,E)-2,4-hexadienal 4189886 8832744 18853596 29430737 34486775 34990357 28286418 21614443 180684956
(E,E)-2,4-hexadienal 1 3594646 5763746 10144128 16305890 19619967 20165818 16540053 12798415 104932663
(E,E)-2,4-hexadienal 2 595240 3068998 8709468 13124847 14866808 14824539 11746365 8816028 75752293
Metional 5725 1889 576 529 437 519 428 592 10695
Fenilacetaldehido 1558152 2891046 3195047 2192821 2303822 2606192 2218723 1827019 18792822
(E)-2-nonenal 753445 1533848 4719680 5909524 17433573 13097463 13510970 20299869 77258372
(E)-2-nonenal 1 268956 595787 1945769 2507243 7109463 5351521 5332648 7510599 30621986
(E)-2-nonenal 2 484489 938061 2773911 3402281 10324110 7745942 8178322 12789270 46636386
(E,Z)-2,6-nonadienal 130684 351284 1650119 2968095 6278805 6687370 6999969 8867447 33933773
(E)-2-Decenal 837163 1151105 787001 582555 2740527 1661647 1843662 3464898 13068558
(E)-2-Decenal 1 373604 535601 355386 263858 1217929 736539 776612 1407384 5666913
(E)-2-Decenal 2 463559 615504 431615 318697 1522598 925108 1067050 2057514 7401645
(E,E)-2,4-Nonadienal 144233 291063 629467 742735 1799095 1807288 1971080 3175003 10559964
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 142297 288236 400191 388535 789245 757599 836496 1395901 4998500
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 1936 2827 229276 354200 1009850 1049689 1134584 1779102 5561464
(E,E)-2,4-Decadienal 8268 17832 170504 180051 682841 498332 571812 1202687 3332327
(2)-1,5-octadien-3-ona 1092517 6127346 12472364 13583346 13763933 9948953 6482899 4046267 67517625
3-metil-2,4-nonadiona 664004 2012754 4000018 4622916 4027589 3005586 1764809 902379 21000055
2,3,4-TCA 319054 313905 361909 428657 452778 471014 465756 459320 409049,125
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Etanol/Hexano 20% Areas de las Réplicas E/H 20%-A
Compuestos E/H 20%-A-0,5 E/H 20%-A-1 E/H 20%-A-1,5 E/H 20%-A-2 E/H 20%-A-2,5 E/H 20%-A-3 E/H 20%-A-3,5 E/H 20%-A-4 SUMA
Isobutiraldehido 154869 31683 5755 2670 938 1061 1426 2332 200734
2-metilbutanal 1 106758 21343 3144 1137 464 519 400 1210 134975
2-metilbutanal 2 522641 117518 9975 3358 1290 1683 622 1770 658857
3-metilbutanall 385158 85451 10212 3764 1769 2188 1604 2693 492839
3-metilbutanal2 183383 38290 5963 2316 1000 961 975 1853 234741
(2)-3-hexenal 1 167017 53668 6207 655 733 207 272 167 228926
(2)-3-hexenal 2 95001 16269 5305 1398 345 64 218 134 118734
1-octen-3-ona 1l 377403 119535 21789 631 248 782 200 672 521260
1-octen-3-ona 2 80021 54592 13128 154 129 6263 121 266 154674
(E)-2-hexenal 1 118561 148028 79726 3260 1141 676 124 446 351962
(E)-2-hexenal 2 190200 187753 77483 3055 613 181 217 197 459699
(E,E)-2,4-hexadienal 1 21393 111208 127475 55251 8299 1177 596 193 325592
(E,E)-2,4-hexadienal 2 29355 136619 141284 57007 7361 1064 468 104 373262
Metional 1 18813 27973 16340 19432 7475 6162 7754 7887 111836
Metional 2 8971 11084 8096 9342 5860 3465 6987 6491 60296
Fenilacetaldehido 21675 25116 18942 9108 4327 2701 2646 2083 86598
(E)-2-nonenal 1 125178 289481 99108 6711 1787 752 640 795 524452
(E)-2-nonenal 2 79039 233105 89107 11316 4223 1577 1503 1779 421649
(E,Z)-2,6-nonadienal 7081 27541 15800 2274 377 187 166 127 53553
(E)-2-Decenal 1 51846 130690 53844 4869 1459 708 669 1204 245289
(E)-2-Decenal 2 31610 90818 43731 4870 1185 643 556 748 174161
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 24673 172789 167290 45410 14541 2782 1457 922 429864
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 22515 163772 150377 38477 11872 2246 1171 717 391147
(E,E)-2,4-Decadienal 1 22250 183437 173295 44104 13493 3052 1713 947 442291
(E,E)-2,4-Decadienal 2 22203 165416 151741 37574 11360 2639 1301 844 393078
(Z)-1,5-octadien-3-ona 1 38154 34359 10191 156 76 69 23 105 83133
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 31911 35164 8234 423 75732
3-metil-2,4-nonadiona 1 36820 112933 78227 34960 11605 2036 1433 1183 279197
3-metil-2,4-nonadiona 2 22886 72880 50599 21629 7110 779 365 865 177113
2,3,4-TCA 29508 34369 35702 54000 32466 31482 39249 26375 35393,87
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Etanol/Hexano 20% Areas de las Réplicas E/H 20%-B

Compuestos E/H 20%-B-0,5 E/H 20%-B-1 E/H 20%-B-1,5 E/H 20%-B-2 E/H 20%-B- 2,5 E/H 20%-B-3 E/H 20%-B-3,5 E/H 20%-B-4 SUMA
Isobutiraldehido 238325 44120 7622 3953 1186 1697 10231 1035 308169
2-metilbutanal 1 128047 25684 3916 1815 1131 706 387 1855 163541
2-metilbutanal 2 603417 129456 12827 3557 1792 2127 449 334 753959
3-metilbutanal 1 420833 94850 11242 4253 1458 2763 980 857 537236
3-metilbutanal 2 212287 45475 6725 3176 1016 1880 546 866 271971

(2)-3-hexenal 1 231751 65551 9177 176 190 98 100 146 307189
(2)-3-hexenal 2 73616 17608 5454 1083 680 296 218 156 99111
1-octen-3-ona 1 344308 59619 13279 1607 930 125 785 548 421201
1-octen-3-ona 2 99975 34994 8218 862 525 175 797 105 145651
(E)-2-hexenal 1 154964 161859 55604 5913 1455 145 173 770 380883
(E)-2-hexenal 2 241153 208233 61252 4817 905 197 344 330 517231
(E,E)-2,4-hexadienal 1 32671 108333 117160 37903 11530 3433 1254 426 312710
(E,E)-2,4-hexadienal 2 38392 133620 130099 40633 12252 3341 1288 300 359925
Metional 1 8915 32103 18535 18875 12075 4502 3771 6909 105685
Metional 2 9490 17366 12999 14674 9909 3365 4856 4545 77204
Fenilacetaldehido 12087 21153 16452 8562 4109 2949 2503 2404 70219
(E)-2-nonenal 1 191445 91693 99670 16121 3020 955 1072 89 404065
(E)-2-nonenal 2 116742 78256 82706 17062 4230 1089 2618 2607 305310
(E,Z)-2,6-nonadienal 12777 16146 15465 4374 2680 146 171 49 51808
(E)-2-Decenal 1 71914 28210 54229 11358 3146 925 1334 940 172056
(E)-2-Decenal 2 44764 17799 41703 9756 2592 840 921 1036 119411
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 46666 82799 151221 58231 23763 6222 3338 639 372879
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 41500 76706 135589 51230 19119 5009 2110 546 331809
(E,E)-2,4-Decadienal 1 39372 51227 156890 69226 28041 7015 4393 695 356859
(E,E)-2,4-Decadienal 2 37198 46415 135186 56211 21275 5673 3261 556 305775
(2)-1,5-octadien-3-ona 1 48658 30720 7444 488 118 122 316 97 87963
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 40761 32913 9197 731 83602
3-metil-2,4-nonadiona 1 47887 89614 64304 28333 10632 3675 1484 531 246460
3-metil-2,4-nonadiona 2 31204 57959 42660 17347 5922 4078 932 190 160292
2,3,4-TCA 27261 40818 40689 33794 14893 33370 31566 32982 31921,62
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Etanol/Hexano 40% Areas de las Réplicas E/H 40%-A
Compuestos E/H 40%-A-0,5 E/H 40%-A-1 E/H 40%-A-1,5 E/H 40%-A-2 E/H 40%-A-2,5 E/H 40%-A-3 E/H 40%-A-3,5 E/H 40%-A-4 SUMA
Isobutiraldehido 1003516 26243 6530 1854 1022 477 870 56783 1097295
2-metilbutanal 1 466185 14692 4756 1068 627 673 629 35223 523853
2-metilbutanal 2 2109999 61132 14417 2133 1441 2054 1784 129475 2322435
3-metilbutanal 1 1476500 51105 13157 2045 1878 2387 2671 86233 1635976
3-metilbutanal 2 911160 27191 7423 1220 1304 1423 1695 45802 997218
(2)-3-hexenal 1 705533 32167 5750 1036 320 1677 1983 38970 787436
(2)-3-hexenal 2 181062 11145 3056 1931 598 107 141 14355 212395
1-octen-3-ona 1l 871959 37191 6224 967 996 1779 5401 50273 974790
1-octen-3-ona 2 354717 22746 2907 429 504 1171 1339 26446 410259
(E)-2-hexenal 1 1058970 114426 18821 1163 353 1399 2076 109355 1306563
(E)-2-hexenal 2 1119848 141314 22626 1396 365 2219 3094 147462 1438324
(E,E)-2,4-hexadienal 1 333622 145842 74201 17595 1810 719 808 141492 716089
(E,E)-2,4-hexadienal 2 378560 162825 85249 19864 2101 865 875 162144 812483
Metional 1 9764 8170 8762 7310 3176 2951 4552 16341 61026
Metional 2 9393 3608 4648 4191 4022 1937 3240 8345 39384
Fenilacetaldehido 58916 23809 13401 6515 2638 2160 2249 25486 135174
(E)-2-nonenal 1 953071 95246 28059 2410 1754 1663 2361 144078 1228642
(E)-2-nonenal 2 614967 75387 21610 2678 1411 1443 2150 107107 826753
(E,Z)-2,6-nonadienal 82391 16421 4852 286 115 49 246 18933 123293
(E)-2-Decenal 1 366377 39003 15352 2520 2285 1065 2051 61625 490278
(E)-2-Decenal 2 222200 28759 10600 1584 1095 700 1548 43106 309592
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 443094 141307 85575 13725 2232 1119 1404 170716 859172
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 418799 119223 77711 11735 1884 801 1338 157723 789214
(E,E)-2,4-Decadienal 1 390354 113495 83185 11952 2995 1328 1718 158059 763086
(E,E)-2,4-Decadienal 2 370866 93906 72922 10009 3084 1239 1978 139936 693940
(2)-1,5-octadien-3-ona 1 190654 18665 2156 111 1 341 436 19796 232160
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 178738 22435 2770 129 13 189 473 21171 225918
3-metil-2,4-nonadiona 1 264894 112583 55935 20737 3069 2848 908 122260 583234
3-metil-2,4-nonadiona 2 175019 69319 36092 12963 968 476 1031 74322 370190
2,3,4-TCA 40221 29190 34406 30450 31777 31592 29757 39225 33327,25

50



Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Etanol/Hexano 40% Areas de las Réplicas E/H 40%-B

Compuestos E/H 40%-B-0,5 E/H 40%-B-1 E/H 40%-B-1,5 E/H 40%-B-2 E/H 40%-B-2,5 E/H 40%-B-3 E/H 40%-B-3,5 E/H 40%-B-4 SUMA
Isobutiraldehido 152484 36245 6258 3048 2684 1950 930 975 204574
2-metilbutanal 1 71638 16039 3322 1471 1004 802 546 467 95289
2-metilbutanal 2 328942 58964 7512 3491 2735 1923 844 467 404878
3-metilbutanal 1 250945 45343 8218 3541 2924 2604 1287 1410 316272
3-metilbutanal 2 123514 24034 5954 2396 2094 1603 957 1088 161640

(2)-3-hexenal 1 162153 28518 5783 2651 295 1714 391 136 201641
(2)-3-hexenal 2 47720 12844 3340 1692 377 225 205 741 67144
1-octen-3-ona 1 67336 40063 5601 2733 1773 1923 1051 1278 121758
1-octen-3-ona 2 34921 19379 2631 1459 989 938 732 876 61925
(E)-2-hexenal 1 169296 66199 11983 2710 1625 1840 938 1664 256255
(E)-2-hexenal 2 285312 88970 15179 3669 2223 2107 1275 986 399721
(E,E)-2,4-hexadienal 1 114422 97344 53281 12015 3567 971 491 411 282502
(E,E)-2,4-hexadienal 2 150508 111664 60766 13270 4120 1123 522 501 342474
Metional 1 12722 19844 10804 8806 10616 7451 4884 7257 82384
Metional 2 2820 9750 8219 5646 8823 6096 3377 5975 50706
Fenilacetaldehido 34097 20720 10090 5327 3924 2709 2515 2286 81668
(E)-2-nonenal 1 54457 109765 15619 3944 2494 1900 1256 1394 190829
(E)-2-nonenal 2 34626 80864 14714 4417 1854 2422 109 3251 142257
(E,Z)-2,6-nonadienal 9582 13994 3392 231 161 208 76 14 27658
(E)-2-Decenal 1 14680 51226 10272 3596 1697 1316 799 1102 84688
(E)-2-Decenal 2 7541 34755 6399 1933 827 728 502 716 53401
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 43718 141789 52162 11375 2397 1037 681 740 253899
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 46115 127485 44773 9751 1900 1075 566 593 232258
(E,E)-2,4-Decadienal 1 22874 140891 49713 12070 2096 908 708 737 229997
(E,E)-2,4-Decadienal 2 24665 121261 41840 10173 1787 1068 877 696 202367
(Z)-1,5-octadien-3-ona 1 26172 13671 1766 420 170 325 157 125 42806
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 27788 14722 1947 403 220 367 112 109 45668
3-metil-2,4-nonadiona 1 144011 89128 39941 18185 10907 5229 1933 2447 311781
3-metil-2,4-nonadiona 2 84600 58752 25824 11506 6498 2275 466 827 190748
2,3,4-TCA 31434 35038 36456 31399 37410 31921 32665 30299 33327,75
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Anexo 12: Porcentajes de las Areas de los picos obtenidos para cada eluyente.

‘ EtOH/Agua Porcentajes Areas de las Réplicas E1 ‘
Compuestos E1-0,5 E1-1 E1-1,5 E1-2 E1-2,5 E1-3 E1-3,5 E1-4
Isobutiraldehido 43 32 14 5 3 1 2 1
2-metilbutanal 36 46 8 3 3 1 1 1
3-metilbutanal 1 34 33 19 7 3 2 1 1
3-metilbutanal 2 34 32 18 7 4 2 2 1
(Z)-3-hexenal 1 33 29 19 8 5 3 2 1
(Z)-3-hexenal 2 16 42 20 10 6 3 1 1
1-octen-3-ona 15 23 29 14 7 5 5 2
(E)-2-hexenal 10 13 23 14 12 11 9 8
(E,E)-2,4-hexadienal 1 6 9 16 14 14 15 13 13
(E,E)-2,4-hexadienal 2 6 9 17 15 14 15 12 12
Metional 76 24 0 0 0 0

Fenilacetaldehido 16 19 18 11 10 9 8 9
(E)-2-nonenal 1 5 7 20 12 11 12 19 14
(E)-2-nonenal 2 5 6 17 13 12 14 17 15
(E,Z)-2,6-nonadienal 4 5 17 12 12 15 18 16
(E)-2-Decenal 1 3 4 20 11 7 12 23 20
(E)-2-Decenal 2 5 4 22 0 8 15 30 15
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 3 5 17 11 10 14 21 18
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 0 3 13 9 9 12 39 16
(E,E)-2,4-Decadienal 3 3 19 8 9 11 29 18
(2)-1,5-octadien-3-ona 11 20 25 16 10 8 6 4
3-metil-2,4-nonadiona 14 23 23 13 9 8 5 4
2,3,4-TCA 84 101 97 94 105 107 105 107




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

‘ EtOH/Agua Porcentajes Areas de las Réplicas E2 ‘
Compuestos E2-0,5 E2-1 E2-1,5 E2-2 E2-2,5 E2-3 E2-3,5 E24
Isobutiraldehido 10 47 27 12 3 1 0 1
2-metilbutanal 11 39 27 14 5 2 1 1
3-metilbutanal 1 14 34 26 15 6 3 1 1
3-metilbutanal 2 14 34 26 15 6 3 1 1
(2)-3-hexenal 1 15 30 22 15 7 5 2 3
(Z)-3-hexenal 2 19 11 30 15 12 8 3 2
1-octen-3-ona 16 21 22 21 9 6 2 4
(E)-2-hexenal 15 14 16 16 13 12 6 8

(E,E)-2,4-hexadienal 1 13 10 12 14 15 16 10 10

(E,E)-2,4-hexadienal 2 15 11 13 14 14 15 8 10
Metional 29 37 1 31 1 0 0
Fenilacetaldehido 11 21 21 17 9 8 7 7
(E)-2-nonenal 1 8 8 10 16 21 10 12 15
(E)-2-nonenal 2 10 9 11 20 0 12 17 21
(E,Z)-2,6-nonadienal 11 8 10 14 14 14 13 15
(E)-2-Decenal 1 6 10 8 17 11 8 17 22
(E)-2-Decenal 2 5 8 7 17 11 8 19 25
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 8 8 9 13 13 13 17 19
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 8 9 13 13 13 16 19
(E,E)-2,4-Decadienal 6 7 13 12 11 20 24
(2)-1,5-octadien-3-ona 17 17 19 19 11 8 3 5
3-metil-2,4-nonadiona 16 21 20 17 10 7 3 5

2,3,4-TCA 99 93 110 55 102 108 116 117




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Metanol Porcentajes Areas de las Réplicas M1

Compuestos M1-0,5 M1-1 M1-1,5 M1-2 M1-25 M1-3 M1-3,5 M14
Isobutiraldehido 37 24 20 14 3 1 1 1
2-metilbutanal 14 18 20 19 12 7 7 4
3-metilbutanal 1 15 17 26 24 12 4 2 1
3-metilbutanal 2 14 19 27 24 11 3 2 1
(Z)-3-hexenal 1 10 10 24 25 17 8 5 2
(Z)-3-hexenal 2 27 13 16 15 15 8 4 2
1-octen-3-ona 1 3 21 18 18 16 16 7
(E)-2-hexenal 1 2 13 17 20 17 19 12
(E,E)-2,4-hexadienal 1 11 3 7 11 17 16 23 12
(E,E)-2,4-hexadienal 2 0 1 10 15 19 18 23 13
Metional 99 1 0 0 0 0 0 0
Fenilacetaldehido 9 20 14 11 10 15 11
(E)-2-nonenal 1 1 7 5 17 33 28
(E)-2-nonenal 2 1 6 4 17 32 30
(E,Z)-2,6-nonadienal 1 0 6 6 10 17 32 27
(E)-2-Decenal 1 11 2 7 4 4 16 29 27
(E)-2-Decenal 2 16 2 7 4 4 15 26 26
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 2 2 8 7 7 16 31 27
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 2 1 6 5 7 16 33 29
(E,E)-2,4-Decadienal 8 1 8 5 5 15 30 28
(2)-1,5-octadien-3-ona 1 3 18 21 20 15 16 7
3-metil-2,4-nonadiona 2 4 19 23 21 14 12 5
2,3,4-TCA 105 111 113 86 104 71 104 106




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

‘ Metanol Porcentajes Areas de las Réplicas M2
Compuestos M2-0,5 M2-1 M2-1,5 M2-2 M2-25 M2-3 M2-3,5 M24
Isobutiraldehido 13 44 27 10 3 1 1 1
2-metilbutanal 11 23 21 16 11 8 7 4
3-metilbutanal 1 18 29 25 17 8 3 1 0
3-metilbutanal 2 19 28 24 17 8 3 1 0
(Z)-3-hexenal 1 13 25 24 18 11 6 2 1
(Z)-3-hexenal 2 22 32 17 12 8 5 2 1
1-octen-3-ona 3 10 20 19 22 13 8 5
(E)-2-hexenal 2 14 17 18 17 14 11
(E,E)-2,4-hexadienal 1 3 10 16 19 19 16 12
(E,E)-2,4-hexadienal 2 1 11 17 20 20 16 12
Metional 54 18 5 5 4 5 4 6
Fenilacetaldehido 8 15 17 12 12 14 12 10
(E)-2-nonenal 1 1 2 6 8 23 17 17 25
(E)-2-nonenal 2 1 2 6 7 22 17 18 27
(E,Z)-2,6-nonadienal 0 1 5 9 19 20 21 26
(E)-2-Decenal 1 7 9 6 5 21 13 14 25
(E)-2-Decenal 2 6 8 6 4 21 12 14 28
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 3 6 8 8 16 15 17 28
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 0 0 4 6 18 19 20 32
(E,E)-2,4-Decadienal 0 1 5 5 20 15 17 36
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 9 18 20 20 15 10 6
3-metil-2,4-nonadiona 3 10 19 22 19 14 8 4
2,3,4-TCA 78 77 88 105 111 115 114 112




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

‘ EtOH/ Hexano 20% Porcentajes Areas de las Réplicas E/H 20%-A
Compuestos E/H 20%-A-0,5 E/H 20%-A-1 E/H20%-A-1,5 E/H20%-A-2 E/H20%-A-2,5 E/H20%-A-3 E/H 20%-A-3,5 E/H 20%-A-4
Isobutiraldehido 77 16 3 1 0 1 1 1
2-metilbutanal 79 17 2 1 0 0 0 1
3-metilbutanal 1 78 17 2 1 0 0 0 1
3-metilbutanal 2 78 16 3 1 0 0 0 1
(Z)-3-hexenal 1 73 23 3 0 0 0 0 0
(2)-3-hexenal 2 80 14 4 1 0 0 0 0
1-octen-3-onal 72 23 4 0 0 0 0 0
1-octen-3-ona2 52 35 8 0 0 4 0 0
(E)-2-hexenal 1 34 42 23 1 0 0 0 0
(E)-2-hexenal 2 41 41 17 1 0 0 0 0
(E,E)-2,4-hexadienal 1 7 34 39 17 3 0 0 0
(E,E)-2,4-hexadienal 2 8 37 38 15 2 0 0 0
Metional 1 17 25 15 17 7 6 7 7
Metional 2 15 18 13 15 10 6 12 11
Fenilacetaldehido 25 29 22 11 5 3 3 2
(E)-2-nonenal 1 24 55 19 1 0 0 0 0
(E)-2-nonenal 2 19 55 21 3 1 0 0 0
(E,Z)-2,6-nonadienal 13 51 30 4 1 0 0 0
(E)-2-Decenal 1 21 53 22 2 1 0 0 0
(E)-2-Decenal 2 18 52 25 3 1 0 0 0
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 6 40 39 11 3 1 0 0
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 6 42 38 10 3 1 0 0
(E,E)-2,4-Decadienal 1 5 41 39 10 3 1 0 0
(E,E)-2,4-Decadienal 2 6 42 39 10 3 1 0 0
(2)-1,5-octadien-3-ona 1 46 41 12 0 0 0 0 0
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 42 46 11 1 0 0 0 0
3-metil-2,4-nonadiona 1 13 40 28 13 4 1 1 0
3-metil-2,4-nonadiona 2 13 41 29 12 4 0 0 0
2,3,4-TCA 83 97 101 153 92 89 111 75
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

EtOH/ Hexano 20% Areas de las Réplicas E/H 20%-B
Compuestos E/H 20%-B-0,5 E/H 20%-B-1 E/H20%-B-1,5 E/H20%-B-2 E/H 20%-B-2,5 E/H20%-B-3 E/H 20%-B-3,5 E/H 20%-B-4
Isobutiraldehido 77 14 2 1 0 1 3 0
2-metilbutanal 79 17 2 1 1 0 0 1
3-metilbutanal 1 78 18 2 1 0 1 0 0
3-metilbutanal 2 78 17 2 1 0 1 0 0
(Z)-3-hexenal 1 75 21 3 0 0 0 0 0
(Z)-3-hexenal 2 74 18 6 1 1 0 0 0
1-octen-3-ona 1 82 14 3 0 0 0 0 0
1-octen-3-ona 2 69 24 6 1 0 0 1 0
(E)-2-hexenal 1 41 42 15 2 0 0 0 0
(E)-2-hexenal 2 47 40 12 1 0 0 0 0
(E,E)-2,4-hexadienal 1 10 35 37 12 4 1 0 0
(E,E)-2,4-hexadienal 2 11 37 36 11 3 1 0 0
Metional 1 8 30 18 18 11 4 4 7
Metional 2 12 22 17 19 13 4 6 6
Fenilacetaldehido 17 30 23 12 6 4 4 3
(E)-2-nonenal 1 47 23 25 4 1 0 0 0
(E)-2-nonenal 2 38 26 27 6 1 0 1 1
(E,Z)-2,6-nonadienal 25 31 30 8 5 0 0 0
(E)-2-Decenal 1 42 16 32 7 2 1 1 1
(E)-2-Decenal 2 37 15 35 8 2 1 1 1
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 13 22 41 16 6 2 1 0
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 13 23 41 15 6 2 1 0
(E,E)-2,4-Decadienal 1 11 14 44 19 8 2 1 0
(E,E)-2,4-Decadienal 2 12 15 44 18 7 2 1 0
(2)-1,5-octadien-3-ona 1 55 35 8 1 0 0 0 0
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 49 39 11 1 0 0 0 0
3-metil-2,4-nonadiona 1 19 36 26 11 4 1 1 0
3-metil-2,4-nonadiona 2 19 36 27 11 4 3 1 0
2,3,4-TCA 85 128 127 106 47 105 99 103




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

EtOH/ Hexano 40% Areas de las Réplicas E/H 40%-A

Compuestos E/H 40%-A-0,5 E/H 40%-A-1 E/H40%-A-1,5 E/H40%-A-2 E/H40%-A-2,5 E/H40%-A-3 E/H 40%-A-3,5 E/H 40%-A-4
Isobutiraldehido 91 2 1 0 0 0 0 5
2-metilbutanal 90 3 1 0 0 0 0 7
3-metilbutanal 1 90 3 1 0 0 0 0 5
3-metilbutanal 2 91 3 1 0 0 0 0 5
(Z)-3-hexenal 1 90 4 1 0 0 0 0 5
(Z)-3-hexenal 2 85 5 1 1 0 0 0 7
1-octen-3-ona 1 89 4 1 0 0 0 1 5
1-octen-3-ona 2 86 6 1 0 0 0 0 6
(E)-2-hexenal 1 81 9 1 0 0 0 0 8
(E)-2-hexenal 2 78 10 2 0 0 0 0 10
(E,E)-2,4-hexadienal 1 47 20 10 2 0 0 0 20
(E,E)-2,4-hexadienal 2 47 20 10 2 0 0 0 20
Metional 1 16 13 14 12 5 5 7 27
Metional 2 24 9 12 11 10 5 8 21
Fenilacetaldehido 44 18 10 5 2 2 2 19
(E)-2-nonenal 1 78 8 2 0 0 0 0 12
(E)-2-nonenal 2 74 9 3 0 0 0 0 13
(E,Z)-2,6-nonadienal 67 13 4 0 0 0 0 15
(E)-2-Decenal 1 75 8 3 1 0 0 0 13
(E)-2-Decenal 2 72 9 3 1 0 0 1 14
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 52 16 10 2 0 0 0 20
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 53 15 10 1 0 0 0 20
(E,E)-2,4-Decadienal 1 51 15 11 2 0 0 0 21
(E,E)-2,4-Decadienal 2 53 14 11 1 0 0 0 20
(2)-1,5-octadien-3-ona 1 82 8 1 0 0 0 0 9
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 79 10 1 0 0 0 0 9
3-metil-2,4-nonadiona 1 45 19 10 4 1 0 0 21
3-metil-2,4-nonadiona 2 47 19 10 4 0 0 0 20
2,3,4-TCA 121 88 103 91 95 95 89 118




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

EtOH/ Hexano 40% Areas de las Réplicas E/H 40%-B
Compuestos E/H 40%-B-0,5 E/H 40%-B-1 E/H 40%-B-1,5 E/H40%-B-2 E/H 40%-B-2,5 E/H 40%-B-3 E/H 40%-B-3,5 E/H 40%-B-4
Isobutiraldehido 75 18 3 1 1 1 0 0
2-metilbutanal 78 16 3 2 1 1 1 0
3-metilbutanal 1 79 14 3 1 1 1 0 0
3-metilbutanal 2 76 15 4 1 1 1 1 1
(Z)-3-hexenal 1 80 14 3 1 0 1 0 0
(Z)-3-hexenal 2 71 19 5 3 1 0 0 1
1-octen-3-ona 1 55 33 5 2 1 2 1 1
1-octen-3-ona 2 56 31 4 2 2 2 1 1
(E)-2-hexenal 1 66 26 5 1 1 1 0 1
(E)-2-hexenal 2 71 22 4 1 1 1 0 0
(E,E)-2,4-hexadienal 1 41 34 19 4 1 0 0 0
(E,E)-2,4-hexadienal 2 44 33 18 4 1 0 0 0
Metional 1 15 24 13 11 13 9 6 9
Metional 2 6 19 16 11 17 12 7 12
Fenilacetaldehido 42 25 12 7 5 3 3 3
(E)-2-nonenal 1 29 58 8 2 1 1 1 1
(E)-2-nonenal 2 24 57 10 3 1 2 0 2
(E,Z)-2,6-nonadienal 35 51 12 1 1 1 0 0
(E)-2-Decenal 1 17 60 12 4 2 2 1 1
(E)-2-Decenal 2 14 65 12 4 2 1 1 1
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 17 56 21 4 1 0 0 0
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 20 55 19 4 1 0 0 0
(E,E)-2,4-Decadienal 1 10 61 22 5 1 0 0 0
(E,E)-2,4-Decadienal 2 12 60 21 5 1 1 0 0
(2)-1,5-octadien-3-ona 1 61 32 4 1 0 1 0 0
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 61 32 4 1 0 1 0 0
3-metil-2,4-nonadiona 1 46 29 13 6 3 2 1 1
3-metil-2,4-nonadiona 2 44 31 14 6 3 1 0 0
2,3,4-TCA 94 105 109 94 112 96 98 91




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Anexo 13: Porcentajes de las Areas y sus respectivas sumas para la obtencién de las representaciones

Compuestos 0 0O5 1 15 2 25 3 35 4

a) Isobutiraldehido 0 27 66 8 94 97 98 99 100
b) 2-Metilbutanal 0 24 66 84 93 97 98 99 100
c) 3-Metilbutanal 0 24 57 8 91 95 98 99 100
d) (2)-3-Hexenal 0 23 52 74 8 92 97 98 100
0 15 37 63 80 88 94 97 100
f) (E)-2-Hexenal 0 12 26 46 61 73 84 92 100
g) (E,E)-2,4-Hexadienal 0 10 20 34 48 63 78 89 100
h) Metional 0O 52 83 84 99 99 99 100 100

0

0

0

0

0

0

0

0

e) 1-Octen-3-ona

i) Fenilacetaldehido 13 33 53 67 76 85 92 100
i) (E)-2-Nonenal
k) (E,Z)-2,6-Nonadienal
m) (E)-2-Decenal
n) (E,E)-2,4-Nonadienal
) (E,E)-2,4-Decadienal
0) (2)-1,5-Octadien-3-ona
p) 3-Metil-2,4-nonadiona

15 29 45 55 67 83 100

7

7 14 28 41 54 68 84 100
5 11 26 37 46 57 79 100
5
4

10 22 33 44 57 82 100
9 22 33 43 54 79 100
14 33 55 72 82 91 95 100
15 37 59 74 84 91 96 100




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Metanol

Compuestos 0 0O5 1 15 2 25 3 35 4

a) Isobutiraldehido 0O 25 59 82 95 98 99 99 100
b) 2-Metilbutanal 0 12 33 53 71 82 89 96 100
c) 3-Metilbutanal 0 16 40 65 85 95 98 100 100
d) (Z)-3-Hexenal 0 13 32 54 75 88 95 99 100
0 8 28 47 67 82 94 100
f) (E)-2-Hexenal 0 6 19 36 55 72 89 100
g) (E,E)-2,4-Hexadienal 0 17 32 50 68 88 100
h) Metional 0O 76 8 88 91 93 95 97 100

0

0

0

0

0

0

0

0

e) 1-Octen-3-ona

i) Fenilacetaldehido 21 40 53 64 76 90 100

i) (E)-2-Nonenal 2 4 10 16 30 47 72 100

k) (E,Z)-2,6-Nonadienal 7 14 28 47 73 100
m) (E)-2-Decenal 10 16 22 26 39 53 73 100

n) (E,E)-2,4-Nonadienal 10 17 29 45 71 100
f) (E,E)-2,4-Decadienal 11 17 29 44 68 100
o) (2)-1,5-Octadien-3-ona 25 46 66 81 93 100
p) 3-Metil-2,4-nonadiona 29 51 71 85 95 100

=
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

~ FEtanol/Hexano20%

Compuestos 0 05 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

a) Isobutiraldehido 0 77 92 95 9 97 97 99 100
b) 2-Metilbutanal 0O 80 97 98 99 99 100 100 100
c) 3-Metilbutanal 0 83 100 100 100 100 100 100 100
d) (2)-3-Hexenal 0 82 100 100 100 100 100 100 100
0O 67 8 92 93 93 93 94 94
f) (E)-2-Hexenal 0O 43 85 100 100 100 100 100 100
g) (E,E)-2,4-Hexadienal 0 9 44 82 96 99 99 100 100
h) Metional 0 13 38 54 72 8 8 93 100

0

0

0

0

0

0

0

0

e) 1-Octen-3-ona

19 49 72 83 88 92 95 98
27 67 89 93 94 94 94 95
19 60 90 9 99 99 99 100
24 58 8 91 92 93 93 94
40 80 93 97 98 99 99

7 35 77 91 97 98 99 99
50 91 100 100 100 100 100 100
17 55 83 94 98 100 100 100

i) Fenilacetaldehido
i) (E)-2-Nonenal
k) (E,Z)-2,6-Nonadienal
m) (E)-2-Decenal
n) (E,E)-2,4-Nonadienal
i) (E,E)-2,4-Decadienal
0) (2)-1,5-Octadien-3-ona
p) 3-Metil-2,4-nonadiona




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Etanol/Hexano 40%

Compuestos 0 05 1 15 2 25 3 35 4

a) Isobutiraldehido 83 93 95 96 96 97 97 98

b) 2-Metilbutanal 8 94 96 96 97 97 97 97

c) 3-Metilbutanal 8 93 95 96 96 97 97 98

d) (2)-3-Hexenal 83 93 95 96 97 97 97 97

e) 1-Octen-3-ona 72 90 93 94 95 96 97 98

f) (E)-2-Hexenal 74 91 94 94 94 95 95 96

g) (E,E)-2,4-Hexadienal 44 71 8 89 90 90 90 90
h) Metional 15 32 46 57 68 76 83 93

i) Fenilacetaldehido 43 64 75 81 84 87 89 92

i) (E)-2-Nonenal 52 8 90 91 92 93 93 95

k) (E,Z)-2,6-Nonadienal 51 83 91 91 92 92 92 92
m) (E)-2-Decenal 45 80 88 90 91 92 93 94

n) (E,E)-2,4-Nonadienal 35 71 8 89 89 90 90 90
f) (E,E)-2,4-Decadienal 32 69 8 88 89 89 90 90
0) (Z)-1,5-Octadien-3-ona 71 91 94 94 95 95 95 96
p) 3-Metil-2,4-nonadiona 46 70 81 86 88 89 89 90

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Anexo 14: Relacién entre las Areas de los picos y la del Patrén Interno (2,3,4-TCA).

\ EtOH/Agua Areas de las Réplicas E1/Areas TCA Réplicas E1 \
Compuestos E1-0,5 E1-1 E1-15 E1-2 E1-2,5 E1-3 E1-3,5 E1-4
Isobutiraldehido 295,8 180,2 83,1 27,4 15,2 4,1 9,3 53
2-metilbutanal 109,7 1154 21,7 9,1 78 33 30 17
3-metilbutanal 2187 1725 1028 412 180 86 75 41
3-metilbutanal 1 95,2 75,9 45,0 17,8 7,4 3,6 2,8 1,4
3-metilbutanal 2 123,5 96,7 57,8 23,4 10,5 5,0 4,6 2,7
(2)-3-hexenal 25,7 21,1 13,6 6,3 3,2 2,2 1,1 0,7
(2)-3-hexenal 1 24,1 17,6 11,9 5,4 2,7 1,9 1,0 0,6
(2)-3-hexenal 2 1,6 3,5 1,8 0,9 0,5 0,3 0,1 0,1
1-octen-3-ona 66,9 87,4 112,5 54,8 25,9 19,3 17,4 7,3
(E)-2-hexenal 122,4 1409 257,1 1554 119,8 113,1 93,8 79,9

(E,E)-2,4-hexadienal 137,0 178,6 3340 2965 2656 2710 2396 2334
(E,E)-2,4-hexadienal 1 70,6 90,3 163,7 1489 1357 1393 127,5 1243
(E,E)-2,4-hexadienal 2 66,4 883 1703 147,6 1299 131,7 112,1 109,2

Metional 21,3 5,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fenilacetaldehido 57,7 58,0 57,5 35,8 28,7 24,2 23,8 24,2
(E)-2-nonenal 1350 1390 4116 2918 2398 261,2 3766 2941
(E)-2-nonenal 1 54,9 58,5 187,00 117,7 92,1 1000 164,8 119,2
(E)-2-nonenal 2 80,2 80,5 2246 1741 147,7 161,1 2119 1749
(E,2)-2,6-nonadienal 37,6 41,5 143,2 1057 92,5 1115 138,7 123,6
(E)-2-Decenal 41,6 34,7 186,7 43,4 60,8 1068 217,4 134,0
(E)-2-Decenal 1 13,3 15,3 75,4 43,4 23,7 40,4 78,6 66,2
(E)-2-Decenal 2 28,3 194 1113 0,0 37,1 66,4 1388 67,8

(E,E)-2,4-Nonadienal 4,1 11,3 51,3 33,3 29,7 39,7 111,7 52,4
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 4,1 5,0 18,4 11,5 10,1 13,3 21,1 17,5
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 0,0 6,3 32,9 21,8 19,6 26,4 90,6 34,9

(E,E)-2,4-Decadienal 3,9 3,1 23,0 10,2 9,6 11,9 32,4 19,2
(2)-1,5-octadien-3-ona 83,6 131,4 168,1 107,5 62,7 51,3 39,4 24,0
3-metil-2,4-nonadiona 44,5 62,7 65,5 38,1 23,5 19,2 13,8 10,7

2,3,4-TCA 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

\ EtOH/Agua Areas de las Réplicas E2/Areas TCA Réplicas E2
Compuestos E2-0,5 E2-1 E2-1,5 E2-2 E2-25 E2-3 E2-35 E24
Isobutiraldehido 12,8 65,3 32,5 27,9 3,4 1,4 0,4 0,7
2-metilbutanal 7,2 26,2 15,8 16,6 3,0 1,2 0,3 0,5
3-metilbutanal 14,1 35,4 23,0 27,0 5,4 2,7 0,6 1,1
3-metilbutanal 1 6,5 16,3 10,5 12,3 2,5 1,3 0,3 0,5
3-metilbutanal 2 7,6 19,1 12,5 14,7 2,9 1,4 0,3 0,6
(2)-3-hexenal 1,5 2,9 2,1 2,7 0,8 0,5 0,1 0,2
(2)-3-hexenal 1 1,3 2,7 1,7 2,3 0,6 0,4 0,1 0,2
(2)-3-hexenal 2 0,3 0,2 0,4 0,4 0,2 0,1 0,0 0,0
1-octen-3-ona 13,4 19,0 16,9 32,9 7,5 4,7 1,5 2,6
(E)-2-hexenal 51,6 52,0 49,6 100,5 42,0 36,8 17,4 23,4
(E,E)-2,4-hexadienal 45,7 36,7 38,2 84,7 46,4 46,1 26,1 28,9
(E,E)-2,4-hexadienal 1 23,9 19,4 20,4 47,6 26,9 26,5 15,4 15,8
(E,E)-2,4-hexadienal 2 21,8 17,3 17,8 37,1 19,5 19,6 10,6 13,1
Metional 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fenilacetaldehido 5,0 10,4 8,9 14,5 4,1 3,6 2,7 2,9
(E)-2-nonenal 38,7 39,8 39,7 140,4 36,0 43,3 54,5 67,2
(E)-2-nonenal 1 15,0 15,8 15,4 51,7 35,7 15,7 17,9 22,5
(E)-2-nonenal 2 23,7 24,0 24,3 88,7 0,3 27,6 36,6 44,7
(E,Z)-2,6-nonadienal 12,9 10,2 11,2 30,7 16,4 14,8 13,5 15,6
(E)-2-Decenal 5,9 9,8 7,2 33,3 11,4 8,0 16,7 22,0
(E)-2-Decenal 1 2,4 4,1 3,0 12,6 4,3 3,0 5,8 7,6
(E)-2-Decenal 2 3,5 5,7 4,2 20,7 7,1 5,0 10,9 14,4
(E,E)-2,4-Nonadienal 3,4 3,6 3,3 9,6 53 4,9 5,8 6,7
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 14 1,5 1,4 4,1 2,3 2,0 2,5 2,9
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 2,0 2,0 1,8 5,4 3,0 2,9 3,3 3,8
(E,E)-2,4-Decadienal 1,6 2,0 1,7 6,6 3,2 2,7 4,8 5,6
(2)-1,5-octadien-3-ona 24,3 26,6 25,3 48,8 15,1 11,0 4,1 6,3
3-metil-2,4-nonadiona 7,7 10,8 8,8 14,4 4,6 3,3 1,2 1,9
2,3,4-TCA 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Metanol Areas de las Réplicas M1/Areas TCA Réplicas M1
Compuestos M1-0,5 M1-1 M1-1,5 M1-2 M1-25 M1-3 M1-35 M14
Isobutiraldehido 209,7 130,4 106,0 98,6 19,1 7,5 3,4 2,9
2-metilbutanal 68,3 83,7 89,6 111,2 56,3 46,9 36,6 18,3
3-metilbutanal 36,6 43,3 62,2 72,8 29,1 13,0 4,5 1,4
3-metilbutanal 1 17,2 19,1 28,1 33,3 13,4 6,1 2,1 0,7
3-metilbutanal 2 19,4 24,2 34,1 39,5 15,7 6,9 2,4 0,7
(2)-3-hexenal 3,0 2,3 49 6,7 3,9 2,6 1,2 0,4
(2)-3-hexenal 1 1,9 1,8 4,4 6,0 3,4 2,2 1,0 0,3
(2)-3-hexenal 2 1,0 0,5 0,6 0,7 0,6 0,5 0,1 0,1
1-octen-3-ona 14 51 32,6 37,7 30,4 40,4 26,9 12,0
(E)-2-hexenal 4,0 9,2 64,0 113,1 1050 130,1 102,7 63,9
(E,E)-2,4-hexadienal 38,2 10,6 45,7 88,9 104,8 146,3 1349 72,7
(E,E)-2,4-hexadienal 1 37,2 8,7 22,8 44,5 57,2 81,6 76,8 40,5
(E,E)-2,4-hexadienal 2 1,0 1,9 22,8 44,5 47,6 64,6 58,1 32,1
Metional 3,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fenilacetaldehido 6,4 6,1 12,9 11,5 7,4 10,4 10,6 7,3
(E)-2-nonenal 13,3 1,8 21,3 19,0 21,5 88,8 114,8 102,0
(E)-2-nonenal 1 4,0 0,7 8,6 7,7 9,2 35,7 47,0 39,3
(E)-2-nonenal 2 9,3 1,0 12,7 11,3 12,4 53,1 67,8 62,7
(E,Z)-2,6-nonadienal 1,5 0,4 5,7 7,5 10,1 27,0 34,1 28,5
(E)-2-Decenal 9,5 1,5 4,6 3,1 2,7 15,5 18,5 17,9
(E)-2-Decenal 1 3,1 0,6 1,8 1,2 1,1 6,3 8,0 7,4
(E)-2-Decenal 2 6,4 0,9 2,8 19 1,6 9,2 10,5 10,5
(E,E)-2,4-Nonadienal 0,6 0,4 1,8 19 2,0 6,6 9,1 7,8
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 0,3 0,2 0,9 1,0 0,9 2,9 3,8 3,3
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 0,3 0,2 0,9 0,9 1,1 3,7 5,3 4,5
(E,E)-2,4-Decadienal 1,2 0,1 1,1 0,8 0,7 3,3 4,4 4,1
(2)-1,5-octadien-3-ona 1,5 6,5 45,0 67,8 53,9 56,8 42,5 19,3
3-metil-2,4-nonadiona 2,0 4,4 19,3 30,1 22,6 21,8 13,1 5,7
2,3,4-TCA 1 1 1 1 1 1 1 1




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Metanol Areas de las Réplicas M2/Areas TCA Réplicas M2

Compuestos M2-0,5 M2-1 M2-15 M2-2 M2-25 M2-3 M2-3,5 M24
Isobutiraldehido 24,4 87,1 46,6 14,9 3,9 1,6 1,2 0,9
2-metilbutanal 23,4 51,3 39,8 26,5 16,8 11,8 10,4 5,6
3-metilbutanal 21,8 34,4 25,4 14,8 6,6 2,3 0,8 0,3
3-metilbutanal 1 9,2 15,4 11,7 6,6 2,8 1,0 0,4 0,1
3-metilbutanal 2 12,6 19,0 13,7 8,2 3,8 1,3 0,4 0,2
(2)-3-hexenal 2,3 4,2 3,2 2,1 1,2 0,6 0,3 0,1
(2)-3-hexenal 1 1,7 3,4 2,8 1,8 1,1 0,5 0,2 0,1
(2)-3-hexenal 2 0,5 0,8 0,4 0,2 0,1 0,1 0,0 0,0
1-octen-3-ona 3,2 12,0 21,3 17,6 18,8 11,0 7,1 4,6
(E)-2-hexenal 5,5 19,2 32,5 35,0 34,5 31,4 25,8 19,7

(E,E)-2,4-hexadienal 13,1 28,1 52,1 68,7 76,2 74,3 60,7 47,1
(E,E)-2,4-hexadienal 1 11,3 18,4 28,0 38,0 43,3 42,8 35,5 27,9
(E,E)-2,4-hexadienal 2 1,9 9,8 24,1 30,6 32,8 31,5 25,2 19,2

Metional 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fenilacetaldehido 4,9 9,2 8,8 51 51 5,5 4,8 4,0
(E)-2-nonenal 2,4 4,9 13,0 13,8 38,5 27,8 29,0 44,2
(E)-2-nonenal 1 0,8 1,9 5,4 5,8 15,7 11,4 11,4 16,4
(E)-2-nonenal 2 1,5 3,0 7,7 7,9 22,8 16,4 17,6 27,8
(E,2)-2,6-nonadienal 0,4 1,1 4,6 6,9 139 14,2 15,0 19,3
(E)-2-Decenal 2,6 3,7 2,2 1,4 6,1 3,5 4,0 7,5
(E)-2-Decenal 1 1,2 1,7 1,0 0,6 2,7 1,6 1,7 3,1
(E)-2-Decenal 2 1,5 2,0 1,2 0,7 3,4 2,0 2,3 4,5
(E,E)-2,4-Nonadienal 0,5 0,9 1,7 1,7 4,0 3,8 4,2 6,9
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 0,4 0,9 1,1 0,9 1,7 1,6 1,8 3,0
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 0,0 0,0 0,6 0,8 2,2 2,2 2,4 39
(E,E)-2,4-Decadienal 0,0 0,1 0,5 0,4 1,5 1,1 1,2 2,6

(2)-1,5-octadien-3-ona 3,4 19,5 34,5 31,7 30,4 21,1 13,9 8,8
3-metil-2,4-nonadiona 2,1 6,4 111 10,8 8,9 6,4 3,8 2,0
2,3,4-TCA 1 1 1 1 1 1 1 1




Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

EtOH/Hexano 20%

Areas de las Réplicas E/H 20%-A/Areas TCA Réplicas E-H 20%-A

Compuestos E/H 20%-A-0,5 E/H20%-A-1 E/H20%-A-1,5 E/H20%-A-2 E/H20%-A-2,5 E/H20%-A-3 E/H20%-A-3,5 E/H 20%-A-4
Isobutiraldehido 5,2 0,9 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
2-metilbutanal 1 3,6 0,6 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2-metilbutanal 2 17,7 3,4 0,3 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1
3-metilbutanal 1 13,1 2,5 0,3 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1
3-metilbutanal 2 6,2 1,1 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1

(2)-3-hexenal 1 5,7 1,6 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(2)-3-hexenal 2 3,2 0,5 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1-octen-3-ona 1 12,8 3,5 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1-octen-3-ona 2 2,7 1,6 0,4 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0
(E)-2-hexenal 1 4,0 4,3 2,2 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
(E)-2-hexenal 2 6,4 5,5 2,2 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
(E,E)-2,4-hexadienal 1 0,7 3,2 3,6 1,0 0,3 0,0 0,0 0,0
(E,E)-2,4-hexadienal 2 1,0 4,0 4,0 1,1 0,2 0,0 0,0 0,0
Metional 1 0,6 0,8 0,5 0,4 0,2 0,2 0,2 0,3
Metional 2 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
Fenilacetaldehido 0,7 0,7 0,5 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
(E)-2-nonenal 1 4,2 8,4 2,8 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0
(E)-2-nonenal 2 2,7 6,8 2,5 0,2 0,1 0,1 0,0 0,1
(E,2)-2,6-nonadienal 0,2 0,8 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(E)-2-Decenal 1 1,8 3,8 1,5 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
(E)-2-Decenal 2 1,1 2,6 1,2 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 0,8 5,0 4,7 0,8 0,4 0,1 0,0 0,0
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 0,8 4,8 4,2 0,7 0,4 0,1 0,0 0,0
(E,E)-2,4-Decadienal 1 0,8 5,3 4,9 0,8 0,4 0,1 0,0 0,0
(E,E)-2,4-Decadienal 2 0,8 4,8 4,3 0,7 0,3 0,1 0,0 0,0
(2)-1,5-octadien-3-ona 1 1,3 1,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 1,1 1,0 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3-metil-2,4-nonadiona 2,0 6,3 4,4 1,9 0,6 0,1 0,1 0,1
2,3,4-TCA 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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Desarrollo y aplicacion de un método de andlisis para la determinacion de compuestos carbonilicos en vino.

Compuestos E/H 20%-B-0,5 E/H 20%-B-1 E/H20%-B-1,5 E/H20%-B-2 E/H 20%-B-2,5 E/H20%-B-3 E/H 20%-B-3,5 E/H 20%-B-4
Isobutiraldehido 8,7 1,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 0,0
2-metilbutanal 1 4,7 0,6 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1
2-metilbutanal 2 22,1 3,2 0,3 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
3-metilbutanal 1 15,4 2,3 0,3 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
3-metilbutanal 2 7,8 1,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0

(2)-3-hexenal 1 8,5 1,6 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(2)-3-hexenal 2 2,7 0,4 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1-octen-3-ona 1 12,6 1,5 0,3 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
1-octen-3-ona 2 3,7 0,9 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(E)-2-hexenal 1 57 4,0 1,4 0,2 0,1 0,0 0,0 0,0
(E)-2-hexenal 2 8,8 51 1,5 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0
(E,E)-2,4-hexadienal 1 1,2 2,7 2,9 1,1 0,8 0,1 0,0 0,0
(E,E)-2,4-hexadienal 2 1,4 3,3 3,2 1,2 0,8 0,1 0,0 0,0
Metional 1 0,3 0,8 0,5 0,6 0,8 0,1 0,1 0,2
Metional 2 0,3 0,4 0,3 0,4 0,7 0,1 0,2 0,1
Fenilacetaldehido 0,4 0,5 0,4 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1
(E)-2-nonenal 1 7,0 2,2 2,4 0,5 0,2 0,0 0,0 0,0
(E)-2-nonenal 2 4,3 1,9 2,0 0,5 0,3 0,0 0,1 0,1
(E,2)-2,6-nonadienal 0,5 0,4 0,4 0,1 0,2 0,0 0,0 0,0
(E)-2-Decenal 1 2,6 0,7 1,3 0,3 0,2 0,0 0,0 0,0
(E)-2-Decenal 2 1,6 0,4 1,0 0,3 0,2 0,0 0,0 0,0
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 1,7 2,0 3,7 1,7 1,6 0,2 0,1 0,0
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 1,5 1,9 3,3 1,5 1,3 0,2 0,1 0,0
(E,E)-2,4-Decadienal 1 1,4 1,3 3,9 2,0 1,9 0,2 0,1 0,0
(E,E)-2,4-Decadienal 2 1,4 1,1 3,3 1,7 1,4 0,2 0,1 0,0
(2)-1,5-octadien-3-ona 1 1,8 0,8 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 1,5 0,8 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3-metil-2,4-nonadiona 2,7 5,0 3,6 1,5 0,6 0,3 0,1 0,0
2,3,4-TCA 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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EtOH/Hexano 40% Areas de las Réplicas E/H 40%-A/Areas TCA Réplicas E-H 40%-A
Compuestos E/H 40%-A-0,5 E/H 40%-A-1 E/H40%-A-1,5 E/H40%-A-2 E/H40%-A-2,5 E/H40%-A-3 E/H 40%-A-3,5 E/H 40%-A-4
Isobutiraldehido 25,0 0,9 0,2 0,1 0,0 0,0 0,0 1,4
2-metilbutanal 1 11,6 0,5 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9
2-metilbutanal 2 52,5 2,1 0,4 0,1 0,0 0,1 0,1 3,3
3-metilbutanal 1 36,7 1,8 0,4 0,1 0,1 0,1 0,1 2,2
3-metilbutanal 2 22,7 0,9 0,2 0,0 0,0 0,0 0,1 1,2
(2)-3-hexenal 1 17,5 1,1 0,2 0,0 0,0 0,1 0,1 1,0
(2)-3-hexenal 2 4,5 0,4 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,4
1-octen-3-ona 1 21,7 1,3 0,2 0,0 0,0 0,1 0,2 1,3
1-Octen-3-ona 2 8,8 0,8 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7
(E)-2-hexenal 1 26,3 3,9 0,5 0,0 0,0 0,0 0,1 2,8
(E)-2-hexenal 2 27,8 4,8 0,7 0,0 0,0 0,1 0,1 3,8
(E,E)-2,4-hexadienal 1 8,3 5,0 2,2 0,6 0,1 0,0 0,0 3,6
(E,E)-2,4-hexadienal 2 9,4 5,6 2,5 0,7 0,1 0,0 0,0 4,1
Metional 1 0,2 0,3 0,3 0,2 0,1 0,1 0,2 0,4
Metional 2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
Fenilacetaldehido 1,5 0,8 0,4 0,2 0,1 0,1 0,1 0,6
(E)-2-nonenal 1 23,7 3,3 0,8 0,1 0,1 0,1 0,1 3,7
(E)-2-nonenal 2 15,3 2,6 0,6 0,1 0,0 0,0 0,1 2,7
(E,Z)-2,6-nonadienal 2,0 0,6 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5
(E)-2-Decenal 1 9,1 1,3 0,4 0,1 0,1 0,0 0,1 1,6
(E)-2-Decenal 2 5,5 1,0 0,3 0,1 0,0 0,0 0,1 1,1
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 11,0 4,8 2,5 0,5 0,1 0,0 0,0 44
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 10,4 4,1 2,3 0,4 0,1 0,0 0,0 4,0
(E,E)-2,4-Decadienal 1 9,7 3,9 2,4 0,4 0,1 0,0 0,1 4,0
(E,E)-2,4-Decadienal 2 9,2 3,2 2,1 0,3 0,1 0,0 0,1 3,6
(2)-1,5-octadien-3-ona 1 4,7 0,6 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 4,4 0,8 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5
3-metil-2,4-nonadiona 1 6,6 2,8 1,4 0,5 0,1 0,1 0,0 3,0
3-metil-2,4-nonadiona 2 4,4 2,4 1,0 0,4 0,0 0,0 0,0 1,9
2,3,4-TCA 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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Compuestos E/H 40%-B-0,5 E/H 40%-B-1 E/H 40%-B-1,5 E/H40%-B-2 E/H 40%-B-2,5 E/H 40%-B-3 E/H 40%-B-3,5 E/H 40%-B-4
Isobutiraldehido 49 1,0 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
2-metilbutanal 1 2,3 0,5 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2-metilbutanal 2 10,5 1,7 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
3-metilbutanal 1 8,0 1,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
3-metilbutanal 2 3,9 0,7 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0

(2)-3-hexenal 1 5,2 0,8 0,2 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0
(2)-3-hexenal 2 1,5 0,4 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
1-octen-3-ona 1l 2,1 1,1 0,2 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0
1-octen-3-ona 2 1,1 0,6 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(E)-2-hexenal 1 5,4 1,9 0,3 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1
(E)-2-hexenal 2 9,1 2,5 0,4 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
(E,E)-2,4-hexadienal 1 3,6 2,8 1,5 0,4 0,1 0,0 0,0 0,0
(E,E)-2,4-hexadienal 2 4,8 3,2 1,7 0,4 0,1 0,0 0,0 0,0
Metional 1 0,4 0,6 0,3 0,3 0,3 0,2 0,1 0,2
Metional 2 0,1 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2
Fenilacetaldehido 1,1 0,6 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
(E)-2-nonenal 1 1,7 3,1 0,4 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
(E)-2-nonenal 2 1,1 2,3 0,4 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1
(E,2)-2,6-nonadienal 0,3 0,4 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(E)-2-Decenal 1 0,5 1,5 0,3 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
(E)-2-Decenal 2 0,2 1,0 0,2 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
(E,E)-2,4-Nonadienal 1 1,4 4,0 1,4 0,4 0,1 0,0 0,0 0,0
(E,E)-2,4-Nonadienal 2 1,5 3,6 1,2 0,3 0,1 0,0 0,0 0,0
(E,E)-2,4-Decadienal 1 0,7 4,0 1,4 0,4 0,1 0,0 0,0 0,0
(E,E)-2,4-Decadienal 2 0,8 3,5 1,1 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0
(2)-1,5-octadien-3-ona 1 0,8 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(2)-1,5-octadien-3-ona 2 0,9 0,4 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3-metil-2,4-nonadiona 1 3,6 2,2 1,0 0,5 0,3 0,1 0,0 0,1
3-metil-2,4-nonadiona 2 2,7 1,7 0,7 0,4 0,2 0,1 0,0 0,0
2,3,4-TCA 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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