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Listado de Acrénimos.

Bebida resultante de la fermentacion alcohélica del mosto de

Vino
uva.
Muestra Porcion de vino utilizada para estudiar sus metabolitos
RMN Resonancia Magnética Nuclear
EFS Extraccion en Fase Sdlida
mL Mililitros
MHz Megahertz
'H-RMN Resonancia Magnética Nuclear de protén unidimensional
H20 Agua
DCM Diclorometano
MeOH Metanol
D20 Agua deuterada
MeOD-d4 Metanol deuterado
CDCls Cloroformo deuterado
KH2PO4 Fosfato de potasio di hidrogenado
M Molar
TSP Sal sddica del acido 3-(trimetilsilil)propiénico
mM Milimolar
pH Potencial de hidrégeno
mm Milimetros
ML Microlitros
°C Grados centigrados
BTpH Unidad de titulacién de pH combinada Bruker
FID Decaimiento por induccion libre
Hz Hertz
N2 Nitr6geno gaseoso
PCA Andlisis de componentes principales




Introduccion

1. Introduccién

El vino es una bebida alcohélica que se produce de la fermentacion del mosto”; los
factores que influyen en su composicion son: la variedad de uva, la cepa de levadura
utilizada, el terroir, los procesos de fermentacion, la edad del vino y las técnicas de
vinificacion empleadas, por esto el vino es una matriz muy compleja cuyo analisis
no es una tarea sencilla. Continuamente es necesario desarrollar métodos analiticos

robustos y eficaces para su caracterizacion.

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica
analitica muy robusta, versétil, rapida y no destructiva. En general, la RMN es la
herramienta mas poderosa para la determinacion estructural de las moléculas
organicas, pero en los Ultimos afos su aplicacion para el andlisis de diversos
productos como los del sector agroalimentario, junto con la mas reciente de las
tecnologias émicas, la Metabolémica, ha abierto nuevas perspectivas, permitiendo
cambiar e incrementar los objetivos en los estudios para obtener, por ejemplo, “el
perfil espectral” o “la huella dactilar” de un producto, lo que es una imagen completa
de su composicion. A nivel mundial existen muchas aplicaciones de esta
metodologia a niveles académico, industrial e incluso regulatorio; sus aplicaciones
a productos del sector agroalimentario tienen diversos enfoques como son: el
andlisis de sus componentes, la evaluacion de la calidad, la determinacién de

origen, la deteccién de adulteraciones, etc.

En el campo de la aplicacion de la metabolémica basada en RMN al vino, la técnica
se ha utilizado para investigar la autentificacion del mismo. El espectro de RMN de
una muestra de vino se puede considerar como una huella dactilar molecular, y
como tal se puede usar directamente para fines de comparacion e identificacién de
diferentes vinos. Esta informacién quimica composicional / espectroscopica
constituye el metaboloma del vino, que se ve afectado por una multitud de factores

relacionados con la vinificacion, incluidas: las practicas agrondémicas y las

* Jugo obtenido del estrujado y prensado de la uva, destinado a la elaboracién de vino
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condiciones pedocliméticas, la variedad de uva, las practicas de fermentacion y el

origen, y puede ser utilizado para fines de control de calidad y autenticacion.

Este trabajo, es parte del proyecto SAGARPA-CONACYT No. 292836 “Plataforma
nacional de metabolomica en espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN)-OMICS para la solucion de problemas nacionales del sector agroalimentario”
cuya finalidad es crear una base de datos de Huellas dactilares de 'H-RMN para

vinos de México.

El objetivo de la presente tesis es realizar el estudio bibliografico de los diferentes
protocolos de tratamiento y analisis de vino para implementarlos en el laboratorio y
conocer sus ventajas y limitaciones. Los métodos probados son: el analisis directo
(con la adicién de agua deuterada a la muestra de vino en una relacion 9 a 1), la
pre-concentracion con métodos como liofilizacion, la evaporacién bajo flujo de

nitrégeno y la extraccion en fase sélida.
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2. Hipotesis y objetivos

2.1. Hipotesis

Con el método de analisis directo de las muestras de vino se obtendra un perfil
espectral de los compuestos mayoritarios del vino; mientras que con los métodos
de pre-concentracion como liofilizacion o evaporacién con nitrdgeno, aumentaran la
sensibilidad del andlisis detectando un mayor nimero de metabolitos, y la extraccion
en fase sdlida (fase poliestireno divinilbenceno) concentrard compuestos

aromaticos y alcoholes superiores.

2.2.0bjetivo general

Obtener el perfil espectroscopico de *H-RMN de muestras de vino con los diferentes
procedimientos de preparacion reportados en la literatura, para evaluarlos en cuanto

a los metabolitos observables.

2.3.0bjetivos particulares

1) Realizar la busqueda bibliografica de los protocolos existentes para el
tratamiento y analisis de muestras de vinos mediante RMN.

2) Preparar muestras de vino mexicano con los diferentes métodos de
preparacion seleccionados.

3) Adquirir las muestras de vino y procesar los espectros de *H-RMN.

4) Realizar la identificacion de los metabolitos presentes en las muestras de
vino mediante software de reconocimiento de patrones.

5) Analizar y comparar el perfil espectral de los vinos en funcién del método

de preparacion de la muestra.
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3. Antecedentes

3.1.Vino

El vino es una bebida alcohdlica que se obtiene de la fermentacion del mosto; esta
constituido por una gran cantidad de compuestos, los principales son: agua,
alcoholes, proteinas, aminoacidos, carbohidratos y polifenoles.*

El vino es una matriz muy compleja debido a que durante su elaboracion tienen
lugar diferentes procesos, entre los que estan las fermentaciones alcohdlica y
malolactica. La primera es responsable de la formacién de etanol, que es uno de los
componentes principales del vino, y se forma a partir los azUcares de la uva. La

segunda es responsable de la formacion del acido lactico.

3.1.1. Procesos de fermentacién

Dentro del proceso de vinificacibn ocurren diversos procesos bioquimicos, no

obstante, las fermentaciones alcohdlica y malolactica son las mas importantes.

La fermentacion alcohdlica es un proceso anaerobio donde la levadura
(principalmente Saccharomyces cerevisiae) convierte los azucares, especialmente

glucosa y fructosa, en etanol y diéxido de carbono, siendo la reaccién global:
CeH1206 > 2 CH3CH:20H + 2 CO2

Sin embargo, el proceso no es tan simple ya que existen reacciones adicionales en
las que se forman subproductos en menor cantidad, como alcoholes superiores, 2,3-
butanodiol, glicerol, ésteres y &cido succinico, entre otros, que contribuyen a la

complejidad organoléptica del vino.?

La principal via metabdlica presente es la de Embden-Meyerhof-Parnas (glicélisis)
de donde se obtiene el piruvato que se descarboxila para dar acetaldehido, y
mediante el NADH se realiza una reduccion cuyo producto principal es el etanol,

como se muestra en la Figura 1.3
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Mosto

Hexosas Hexosas

2 ATP

C 2 ADP + 2P

\ J

Dihidroxiacetona P <:> Gliceraldehido-3-P

Gliceraldehido-3-P

NAD+ deshidrogenasa
Etanol >
Alcohol NADH + H+ |

4 ATP
deshidrogenasa
1,3-difosfoglicerato)
4 ADP

Acetaldehido

Etanol -t

™ Piruvato <]

Piruvato
descarboxilasa

CO2 -

—— Enzimas
—Moléculas

Figura 1. Fermentacion alcoholica.? P: Fosfato

La ruta alterna que siguen los azlcares es la gliceropirtvica, donde por falta de
acetaldehido la dihidroxiacetona fosfato, proveniente de la glicélisis, se transforma
en glicerol, acumulando piruvato que se transforma en los subproductos
secundarios 2,3-butanodiol, ésteres y acido succinico, como se muestra en la Figura
2. Esta via alterna tiene lugar en las primeras etapas de la fermentacion alcohdlica
cuando las levaduras necesitan una alta cantidad de piruvato para duplicarse.* Los
principales factores que afectan la fermentacion alcohdlica son la temperatura, la

cepa de levadura utilizada y la cantidad de aztcares presentes en el mosto.®
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Mosto

Hexosas Hexosas

2 ATP

C 2 ADP + 2Pl

Triosa P
isomerasa

\/
\J

Dihidroxiacetona P <:>
Gliceraldehido-3-P

Glicerol-3-P
deshidrogenasa

NAD+ Gliceraldehido-3-P
\J deshidrogenasa
Glicerol-3-P
NADH + H+
Glicerol-3-P Y 4 ATP
fosfatasa 1,3-difosfoglicerat
\/
Glicerol Glicerol ; J
Piruvato

Otros metabolitos
———Enzimas
——Moléculas
P:Fosfato

Figura 2. Fermentacion gliceropirdvica.?

La fermentacién malolactica puede o no ser llevada a cabo dependiendo de las caracteristicas
organolépticas del vino; generalmente es mas comun en el proceso de vinificacion del vino tinto. Es
efectuada por bacterias lacticas, como Oenococcus oeni y consiste en la descarboxilacién del
acido L-malico para formar &cido L-lactico y CO», mediante la enzima malolactica EML (

Figura 3).
o) o)
HO EML
OH —» OH +C03
o OH OH
acido malico acido lactico
L(+) L(+)

Figura 3. Fermentacién malolactica
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3.1.1. Composicién del vino

A lo largo del proceso de fermentacion del mosto en vino, muchos de sus
compuestos aparecen y desaparecen en un constante equilibrio. La composicion
del vino esté influenciada por diversos factores como son: la variedad de la uva, la
region de origen donde se cultivo la vid y el proceso de fabricacion, pero en general
se pueden distinguir varias clases de compuestos como son: acidos organicos,
alcoholes, carbohidratos, aminoacidos y compuestos aromaticos, los cuales se
encuentran en diferente proporcion dependiendo del tipo de vino. Algunos de estos

compuestos se muestran en la Tabla 1: °

Tabla 1. Componentes generales del vino tinto y blanco.®

Acidos organicos Alcoholes Carbohidratos | Aminodcidos | Aromaticos

Acético . Etanol Glucosa Prolina .
.. Citrico . . Taninos

Fumarico .. 2,3-Butanodiol Fructosa Valina L

. L Succinico . . Antocianinas
Lactico e Metanol Arabinosa Alanina

. Shikimico . . Terpenos
Oléanico L. Glicerol Ramnosa Arginina .

s Tartdrico . Flavonoides
Malico Fenoles Xilosa Glutamato

Un grupo muy importante en cuestion regulatoria son los alcoholes, de éstos el
compuesto mas importante y abundante en el vino es el etanol. En condiciones
estandar de fermentacion, puede llegar de entre 10 a 15% v/v dependiendo de
diversos factores que afectan su produccién como son: la concentracion de azucar,
la temperaturay la cepa de levadura utilizada. Otro alcohol importante es el metanol,
este se produce cuando la pectina que se encuentra en la piel de uva se hidroliza
por la enzima pectina metil esterasa presente en el mosto; dicha enzima rompe de
la cadena el grupo metilo del acido poligalacturénico liberando metanol vy

convirtiendo pectina en pectato.®

3.2. Metabol6tmica

La metabolémica es una plataforma analitica perteneciente a las ciencias “0micas”
gue consiste en la caracterizacion, identificacion y cuantificacion de un gran nimero

de metabolitos presentes en un sistema u organismo particular.’
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Estos metabolitos representan los productos finales de la expresién génica y la
accion de las proteinas. A diferencia de las otras ciencias 6micas; genomica y
protedmica, la metabolémica nos permite establecer la relacién de los productos
finales del genoma con factores ambientales, evaluando asi su impacto dentro de
un sistema. La metabolémica ha sido aplicada en varias areas de interés como
medicina, biologia, medio ambiente y alimentos. La metabolomica aplicada al
estudio de los alimentos se define como foodomics, la cual combina técnicas
analiticas avanzadas y bioinformatica para un estudio mas completo de los
alimentos, que son matrices muy complejas. La metabolémica de alimentos es una
herramienta muy Gtil para detectar pequefios cambios en las concentraciones de

metabolitos inducidos por aditivos o factores externos.®

3.2.1. Técnicas analiticas utilizadas en metaboldmica

En los dltimos afios se han utilizado distintas técnicas analiticas para el estudio de
la metabolémica, las mas utilizadas son RMN y espectrometria de masas acoplada
a técnicas de separacion como cromatografia de gases, cromatografia de liquidos

y electroforesis capilar.®

Estas técnicas tienen ventajas y desventajas. Por un lado, la espectrometria de
masas acoplada a técnicas de separacion es altamente sensible y detecta una gran
cantidad de metabolitos, sin embargo, es una técnica destructiva que requiere de
un tratamiento de muestra previo al analisis. Por otro lado; aunque la RMN tiene
menor sensibilidad, es una técnica muy reproducible, requiere poco tratamiento de
muestra, no es destructiva, es eficiente en la identificacion de metabolitos
desconocidos, es facilmente automatizable y permite la cuantificacion de

compuestos en mezclas complejas sin necesidad de derivatizacion. 101112

Los datos de RMN resultantes proporcionan una gran cantidad de informacién sobre
las muestras; no obstante, interpretarla se vuelve complicado, por lo que es
necesario utilizar métodos estadisticos que tomen en cuenta la contribucion de
varios factores y permitan un analisis exploratorio y exhaustivo como la

guimiometria.t®
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3.2.2. Quimiometria

La quimiometria es una disciplina que aplica las técnicas matematicas de la
estadistica a los problemas analiticos de la identificacion y cuantificacion de las

sustancias quimicas.'*
Tiene dos categorias principales de analisis: *°

e Métodos supervisados o andlisis exploratorio: Proporciona una vision general
de todos los datos para detectar tendencias, patrones o agrupaciones.
e Meétodos no supervisados o analisis de clasificacion y andlisis discriminante:

Clasifica muestras en categorias o clases.

En la categoria de analisis exploratorio el analisis de componentes principales
(PCA) es el método mas utilizado para el andlisis de datos multivariados sin
supervision. PCA se puede utilizar para extraer y visualizar la variacion sistematica
en una matriz de datos y tiene capacidades de reduccion y presentacién de datos
extraordinariamente robustas. En PCA, el conjunto de datos multivariado (espectral)
se descompone en componentes ortogonales cuyas combinaciones lineales

aproximan el conjunto de datos original en un sentido de minimos cuadrados.®

3.2.3. Resonancia Magnética Nuclear

La resonancia magnética nuclear es una técnica analitica utilizada ampliamente en
control de calidad y en investigacion para la elucidacion estructural de moléculas.
Esta técnica se basa en la absorcién de energia electromagnética en la regiéon de
radiofrecuencias de los nucleos atdémicos con un momento magnético de espin
nuclear no nulo (diferente de 0), es decir nacleos con un nimero impar de protones

0 neutrones (o de ambos).’

En ausencia de campo magnético, los espines nucleares se orientan al azar y son
equivalentes en energia (estado degenerado). Sin embargo, cuando una muestra
se coloca en un campo magnético (Bo) ( Figura 4) los nucleos con espin positivo se
orientan en la misma direccion del campo, en un estado de minima energia

denominado estado de espin a, mientras que los ndcleos con espin negativo se
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orientan en direccién opuesta a la del campo magnético, en un estado de mayor

energia denominado estado de espin B.18

41» y 2 Energia
A
" e, !
* /./ A

sin aplicacién con aplicacién (A)

de campo magnético

-

B-espin

o-espin

Figura 4. Ejemplificacién de los estados de espin de los nucleos.”

Esta alineacion en contra o a favor del campo es descrita mediante la distribucion
de Boltzmann (Ecuacion 1). Ademas, al estar alineados con Bo los espines
nucleares describen un movimiento de precesion a una frecuencia proporcional al
campo aplicado, llamada frecuencia de Larmor.

N_ﬁ — oME/KT
Na

Ecuacion 1. Distribucion de Boltzmann

Al aplicar una frecuencia similar a la frecuencia de Larmor se origina una diferencia
de energia (AE); producto de la absorcién y emision de esta al perturbar el equilibrio
de los estados a y B de los espines nucleares, que después regresa a su estado de
equilibrio, y es esta sefial que generan al regresar a su estado degenerado lo que

se mide en RMN para procesar y obtener el espectro.

La frecuencia a la que se produce la transicion de estados depende del campo
magnético aplicado por lo tanto, un aumento en el campo magnético produce a su
vez un aumento en la diferencia de energia entre los niveles de espin, y dado que
la intensidad de la sefial de RMN es directamente proporcional a la AE la sefial se

incrementara teniendo mayor sensibilidad.*®

10
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A continuacion se describira la informacion principal obtenida en un espectro de
RMN de proton (*H-RMN); el desplazamiento quimico y el acoplamiento espin-

espin.

Desplazamiento quimico: Las frecuencias de resonancia de los nucleos, dependen

del entorno quimico. Esto se debe a que los electrones que rodean cada nucleo
generan un campo magnético que se opone al campo magnético aplicado, en
consecuencia el campo sobre el nacleo es menor si hay una mayor densidad
electronica, esta variacion de frecuencia genera una sefial Unica y se traduce en el

espectro como distintos desplazamientos quimicos. 2°

Acoplamiento espin-espin: Se da debido a los acoplamientos entre nlcleos vecinos

através de los electrones de los enlaces, traduciéndose en acoplamientos escalares
cuya medida son las constantes de acoplamiento (J).?! El efecto de este
acoplamiento es la modificacion de los niveles de energia (a y ), cambiando por lo
tanto el valor del campo magnético que llega al nucleo y produciendo una ligera
diferencia de frecuencia; por lo que un hidrégeno acoplado con otro hidrégeno
vecino tendra dos sefiales diferentes con una distancia entre ellas que reflejara la
fuerza del acoplamiento entre ambos espines (J) (Figura 5). A este desdoblamiento

de sefiales se le llama multiplicidad.??

campo experimentado
por Ha

v

s f  BgBeBy .
estados de _~ . ——
spin de Hy ~_ # S 1y | DOBLETE |
o BOABQ‘*Bn |
relacion de

intensidades
11

senal de Hp

Figura 5. Ejemplo del efecto del acoplamiento espin-espin.??
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3.3.Estudios del vino mediante metabolémica por RMN

El estudio metabolomico por RMN aplicado a la enologia tiene sus comienzos en
1999,% es una metodologia no destructiva que permite realizar el seguimiento de
diversos compuestos durante la elaboracion del vino sin necesidad de tratamientos
previos de la muestra. El principal objetivo es obtener el perfil espectral para tener
trazabilidad del vino. Los principales temas de estudio van encaminados a
garantizar su autenticidad y su calidad, a través de conocer el efecto en la
composicion metabdlica del vino en: la variedad de uva, su origen geografico, el

afiejamiento y el proceso de fermentacion.

3.3.1. Origen geografico

El conjunto de caracteristicas especiales que le otorga al vino la interaccién genética
de las plantas con la geografia, la geologia, las técnicas de cultivo y el clima de una
determinada region; afectan el cultivo de uva y en consecuencia la calidad y el

precio del vino.?’

La metabolémica basada en RMN se ha utilizado ampliamente para clasificar las
muestras de vino segun su origen geogréfico, y asi diferenciar los vinos producidos
en diferentes regiones. Dicha clasificacion se ha realizado tanto entre zonas
geograficas separadas por grandes distancias, por ejemplo se realizd con vino tinto
Cabernet Sauvignon proveniente de tres paises diferentes: Australia, Francia y
California,?* como también se han clasificado vinos provenientes de regiones muy
cercanas y delimitadas dentro de un mismo pais como en Espafia, Italia y
Alemania.?>?8 También se estudié el efecto de las condiciones climaticas en los

metabolitos del vino.2°
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En la Tabla 2 se muestran algunos estudios en los que se aplico la RMN para

determinacién de origen geografico.

Tabla 2. Estudios realizados mediante RMN aplicados a denominacion de origen
Ao Aplicacion Ref.

Diferenciaron vinos Cabernet Sauvignon de acuerdo con la regién de origen de
Australia, Francia y California. Los metabolitos que contribuyen a la separacidn son:
2,3-butanodiol, lactato, acetato, prolina, succinato, malato, glicerol, tartrato,
glucosa y compuestos fendlicos.

2008 24

Identificaron la regién de procedencia de 10 vinos del sur de Italia mediante la
2008 | cuantificacion e identificacion de los metabolitos: glucosa, glicerol, acido succinico, | 25
prolina, alanina, acido lactico, 2,3-butanodiol, leucina e isoleucina.

Diferenciaron tres vinos provenientes de diferentes regiones de Italia, mediante seis
metabolitos: a-hidroxiisobutirato, acido lactico, acido succinico, glicerol, a-fructosa
2010 |y acido B-D-glucurdnico. Los analisis multivariados confirmaron que la diferenciacién | 26
entre los vinos estaba relacionada con el microclima y el contenido de carbonato,
arcilla y materia orgdnica de los suelos.

Diferenciaron muestras provenientes de bodegas cercanas en la Rioja Espaiia
mediante el andlisis multivariante iECVA (analisis de variables candnicas extendidas
por intervalos). Se descubrid que los compuestos alcohol isoamilico e isobutanol son
biomarcadores clave para lograr esta diferenciacion.

2012 27

Diferenciaron por origen geografico de vinos de las regiones productoras de vino
2013 | mas grandes de Alemania, Rheinpfalz, Rheinhessen, Mosel, Baden y Wiirttemberg, | 28
con un 89% de confianza.

Diferenciaron muestras de vino producido en tres areas de la regidn italiana
“Piamonte”. Se estudié también la influencia de los factores climaticos,
concluyendo que temperaturas altas y una reduccion de precipitaciones durante la
maduracién de la uva provocaron que se produjera una mayor cantidad de azucar
repercutiendo en los vinos en un mayor contenido de alcoholes, glicerol y
tartrato.

2017 29

3.3.2. Variedad de uvay condiciones de cultivo

Una de las variables importantes que contribuye a que los vinos tengan una
composicién diferente es la variedad de uva, la cual esta influenciada por las
caracteristicas genéticas de la uva y las condiciones ambientales de la region de

cultivo.32
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En este tema los estudios realizados por RMN y analisis multivariable han permitido
la correcta diferenciacion de distintas variedades de uva,3!32 34 36-3% gdemas de la
influencia del sombreado de baya durante el cultivo y el impacto sensorial de ambos
factores en el vino.®® También ha permitido establecer la relacién genética de la uva

con las caracteristicas fenotipicas de las variedades de uva.®®

En la Tabla 3 se muestran algunos estudios de RMN aplicados a la variedad de uva.
Como se puede observar, los biomarcadores identificados son distintos para cada
estudio; sin embargo, dos de los més reportados son prolina y 2,3-butanodiol. Esto
puede deberse a que la prolina es el aminoacido predominante; al no ser
metabolizada por la levadura presente en el vino en condiciones de anaerobiosis,
convirtiéndola en indicador importante de la variedad de uva por la poca variacién
de su concentracion durante el proceso de fermentacion.’® En cuanto al 2,3-
butanodiol sus diferentes niveles de concentracion en los vinos tintos podrian ser

causados por la variacién en el contenido de azlcar en los mostos o bayas de uva.3?

Tabla 3. Estudios por RMN aplicados a determinacion de variedad de uva.

Ao Aplicacion Ref.

Diferenciaron los vinos de las uvas Campbell Early, Cabernet Sauvignon y Shiraz. Los
2008 | metabolitos que contribuyen a la diferenciacidn son: 2,3-butanodiol, lactato, acetato, | 31
prolina, succinato, malato, glicerol, tartrato, glucosa y compuestos fendlicos.

Diferenciaron cuatro variedades de uva: Muscat Bailey A, Campbell Early, Kyoho y
Meoru. En los vinos Kyoho se encontraron los niveles mas altos glicerol, 2,3-
butanodiol, succinato y etanol lo cual sugiere un mayor contenido de azucar en la
baya de esta uva. En los vinos Muscat Bailey se encontré un mayor contenido de
citrato y trigonelina; en los vinos Campbell Early de alanina; y en los vinos Meoru un
mayor contenido de prolina, malato y colina.

2009 32

Se comparé el andlisis sensorial con RMN-multivariante para la identificacién de
variedad de uva y el sombreado de baya. El andlisis metabdlico permitié la
clasificacion de los vinos segun la variedad de uva y el tratamiento de sombra, de
manera similar a la del andlisis sensorial.

2010 33

Diferenciaron vinos tintos por variedad de uva utilizando analisis de componentes
independientes (ICA), LDA y FDA. Se llegd a la conclusion de que el método ICA / LDA
es preferible a ICA / FDA para tareas de reconocimiento basadas en la medicién
espectroscopica de RMN.

2015 34
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2015

Diferenciaron vinos de cinco variedades de uva relacionados genéticamente
comparando los perfiles semicuantitativos de los metabolitos discriminantes de cada
cultivar. Los cultivares se distinguieron claramente y hubo una correlacién general
entre su agrupacién y su homologia genética, segin lo revelado por estudios
gendmicos. Las diferencias en prolina, valina y acido gdlico, que son metabolitos
derivados de la uva, fueron asociadas con diferencias genéticas.

35

2015

Se estudiaron 22 vinos monovarietales provenientes del sur de Italia los cuales se
caracterizaron usando RMN y CLAR-EM. La RMN y la quimiometria se utilizaron para
identificar los siguientes metabolitos: prolina, alanina, tirosina, acidos organicos
(malico, lactico, acético y succinico), 2-feniletanol, sacarosa y dcido galico.
Asegurando la calidad y autenticidad de cada vino.

36

2016

Diferenciaron cinco variedades auténticas de vino tinto del centro vinicola Murfatlar
en Rumania. Los biomarcadores discrimantes fueron los diferentes niveles de
antocianinas, shikimato, lactato, citrato, succinato, 2,3-butanodiol, metanol, glucosa,
alanina, histidina e isoleucina.

37

2018

Diferenciaron entre dos variedades de uva Cabernet Sauvignon y Shiraz de una misma
region, la diferencia se hizo por un cambio en la concentracién de prolina, acido
tartarico, glicerol, dcido lactico, colina, acido succinico y acido galico.

38

2018

Diferenciaron variedades de uva de vinos chinos tintos. Se observé una separacién
significativa para los vinos de variedades Campbell Early, Cabernet Sauvignon y Shiraz
utilizando PCA.

39

*LDA: Andlisis discriminante lineal, FDA: Analisis factorial discriminante, PCA: Analisis de componentes
principales (por sus siglas en inglés), CLAR-EM Cromatografia de liquidos de alta resolucién-espectrometria
de masas.

3.3.3. Clasificacion por afio de cosecha.

La clasificacion de vinos por afiada toma en cuenta los cambios macro y

microclimaticos, que dependen del afio de cosecha y pueden afectar la composicién

guimica de las uvas. En los estudios revisados se distinguen entre afiadas de vino

provenientes de Verona utilizando como biomarcadores compuestos aromaticos y

aminoacidos.*® Mientras que en el otro estudio se distingue entre dos afiadas de

vinos alemanes concluyendo que el perfil fenélico es el mas importante para esta

distincion.?8 Los estudios antes mencionados se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Estudios realizados mediante RMN aplicados a clasificacién por afiada.

Afio Aplicacion Ref.
Diferenciaron tres afiadas distintas (2005-2007) de vino tinto "Passito" de Amarone
producido en el drea de Verona mediante PCA y PLS. Las variables discriminantes
son los aminodcidos, azlcares y compuestos aromaticos. Los vinos de afiadas mas
recientes estan enriquecidos con compuestos aromaticos mientras que los menos
recientes con aminoacidos, lo cual podria deberse a la degradacion de la proteina
de la uva.

2011 40

Diferenciaron vinos alemanes mediante PCA, LDA y MANOVA, concluyendo que el
perfil fendlico de los vinos permite la discriminacion entre los vinos de diferentes
2013 | afiadas para vinos de la misma variedad. La clasificacion de la cosecha de todos los | 28
vinos analizados dio como resultado predicciones correctas de 97 y 96%,
respectivamente, para la cosecha 2008 (n = 318) y 2009 (n = 265).

*Por sus siglas en inglés, PCA: Analisis de componentes principales, PLS: Regresién por minimos cuadrados
parciales, LDA: Analisis discriminante lineal, MANOVA: Analisis multivariante de la varianza.

3.3.4. Evolucién del vino en botella.

La evolucion del vino en botella, consiste en su evolucién en condiciones donde el
contacto con el oxigeno es minimo. En este, se observa un cambio de color y una
mejora en las caracteristicas sensoriales del vino. El potencial redowx, pH, humedad
y temperatura determinan las condiciones durante la evolucion del vino en botella.
Durante este proceso, el vino es particularmente sensible a la temperatura de
almacenamiento y a la radiacién de la luz. Esta reportado un estudio para determinar
la etapa de evolucién en la que se encuentran los vinos, identificando metabolitos
caracteristicos como &cidos organicos y ésteres. En este estudio analizaron diez
vinos tintos y blancos de diferentes regiones de Piedmont Estados Unidos, en donde
se adquirieron espectros de RMN tres meses posteriores a su embotellamiento y a
los 48 meses en condiciones climaticas controladas, similares a las que se tienen
en botella. Durante el proceso de evolucion, en la mayoria de los vinos se observé
una disminucion en los acidos organicos (acidos lactico, succinico y tartarico), asi
como un aumento en los ésteres (acetato de etilo y lactato de etilo). Por otro lado,
para todos los vinos estudiados se tuvo una disminucién de catequina y

epicatequina. El acido galico aumenté solo en los vinos tintos. 4
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3.3.5. Proceso de Fermentacion

Como ya se mencioné anteriormente, en el vino se llevan a cabo dos
fermentaciones, la alcohdlica y la malolactica, y ambos procesos se han estudiado
por RMN. En un trabajo se estudi6 el impacto metabdlico que tiene la fermentacion
alcohdlica en los componentes del vino, realizando el monitoreo y cuantificacion de
distintos metabolitos.*> También, esta reportado la cepa de microorganismo
utilizada para ambas fermentaciones, y su relacion con los diferentes metabolitos
que se producen y qué metabolitos nos permiten distinguir entre fermentacién
alcohdlica y malolactica.**44 En la Tabla 5 se describen algunos de estos estudios

Tabla 5. Estudios realizados mediante RMN aplicados a procesos de fermentacion
Ano Aplicacion Ref.
Monitorearon los niveles de metabolitos del vino durante los procesos de
2009 |fermentacidn. Realizaron la cuantificacidon simultanea de etanol, acidos orgdnicos | 42
(acético, malico, lactico y succinico) y aminoacidos (prolina y alanina).

Compararon el comportamiento fermentativo y los efectos metabdlicos de la
bacteria L. plantarum y la cepa comercial Oenococcus oeni durante la fermentacion
malolactica. Los vinos con FML se caracterizaron por niveles altos de acido lactico,
fenilalanina, uracilo, ornitina, alanina, treonina, leucina, isoleucina y valina, butanal,
isobutirato de etilo, isobutanol, acetato de isoamilo, alcohol isoamilico, hexanoato
de etilo, glicina, acido acético.

Estudiaron los cambios en los metabolitos del vino durante la FML inducida con
bacterias lacticas y se compard con vinos que tenian Unicamente levaduras. La
diferenciacidn se dio por la disminucién de los niveles de malato y citrato junto con
el aumento de los niveles de lactato en los vinos inducidos por FML. En particular,
los altos niveles de succinato proporcionaron evidencia de un efecto inhibitorio de

Saccharomyces bayanus contra la FML espontdnea.
FML: Fermentacion malolactica.

2009 43

2009 44

3.3.6. Cuantificacion

Pese a que es todo un reto cuantificar en mezclas complejas; debido a la
superposicion de sefiales, esta reportado un estudio para evaluar la reproducibilidad
de la cuantificacibn mediante andlisis con RMN obteniendo resultados
satisfactorios.*® Por otro lado efectuaron la comparacién entre vinos auténticos y no
identificables como auténticos por medio de la cuantificacion de metabolitos.*® Los

estudios mencionados se describen en la Tabla 6.

17



Antecedentes

Tabla 6. Estudios realizados mediante RMN aplicados a cuantificacion.
Afo Aplicacién Ref.
Realizaron un ensayo de colaboracidn con 15 laboratorios internacionales donde
cuantificaron 6 compuestos, cinco presentes en el vino (glucosa, malato, acetato,
2016 |fumarato y shikimato) y el sexto un conservador (sorbato). El valor de| 45
reproducibilidad HorRat estuvo entre 0,6 y 1,5 por lo tanto el ensayo fue
reproducible.

Compararon tres conjuntos de vinos auténticos con vinos sospechosos. Se realizd el
analisis habitual del vino con diferentes técnicas y g-NMR. Se cuantificaron 33
metabolitos presentes en el vino. Este estudio demostré el potencial de g-NMR en
la autenticacion del vino mediante analisis comparativo con muestras auténticas.

2018 46

3.4.Métodos de preparacion de muestra.

Para poder realizar los estudios de RMN mencionados anteriormente fue necesario
tener un método de preparacion de muestra que permitiera observar los metabolitos
de interés. En el caso del vino, los componentes mayoritarios son agua y etanol, por
lo que los tratamientos de muestra se enfocan a disminuir o eliminar dichos
compuestos. Con este fin en la literatura se han reportado principalmente cuatro
métodos: i) el analisis directo, con el que se requiere que al momento de adquirir el
espectro se realice con la presaturacion de la sefial del agua y opcionalmente la del
etanol, ii) la liofilizacién, iii) la evaporacién con nitrégeno y iv) la extraccion en fase

solida.

Aungue el método mas reportado es el analisis directo, hay un estudio en el que
compara los métodos y concluye que el mejor método de preparacién es la
evaporacion con Nz, debido al aumento de la sensibilidad con un corto tiempo de
experimentacion. Ademas, resalta las limitaciones en la deteccion de componentes
minoritarios del vino del analisis directo y el largo tiempo de analisis de la
liofilizaciéon.*” Otro estudio realiza una comparacion entre el andlisis directo y la

liofilizacion llegando a la conclusion de que la liofilizacion aumenta la sensibilidad.*®

En las siguientes secciones se describiran los fundamentos, los estudios realizados

con dichos métodos y las condiciones experimentales reportadas.
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3.4.1. Analisis directo

El analisis directo es el tratamiento de muestras de vino mas reportado en la
literatura, se ha utilizado en gran parte de los estudios mencionados en la seccién

de antecedentes

Tabla 7). Consiste en la adicion de agua deuterada (D20) y un estandar interno al
vino con o sin ajuste de pH. Para poder observar los compuestos minoritarios se
realiza el experimento de *H-RMN con la presaturacion de la sefial de agua, o con

la presaturacion de la sefial de agua y las sefiales de etanol.

Para este método ademas de la supresién de sefales, las variables a tomar en
cuenta son: la proporcion de vino:D20, el estdndar interno y el ajuste de pH.

e En cuanto a la proporcion de vino:D20, en la literatura se emplean: 90:10,
80:20 y 70:30, en todas ellas el vino va siempre en mayor cantidad para
aumentar la concentracion de metabolitos. De entre todas, como se puede

ver en la Figura 6 la proporcion mas utilizadas es 90:10.

15% P(90:10)

15% o P(80:20)
(o]

P(70:30)

Figura 6. Proporciones de vino: DO usadas en la literatura para analisis directo. Los datos
corresponden a los 16 articulos reportados en la Tabla 7.

e En cuanto al estandar interno se han utilizado TSP, DSS y acido férmico, siendo

el primero el mas utilizado.

e En cuanto al ajuste de pH, una variacion minima puede hacer que cambie el
desplazamiento quimico de las sefales.*® El pH de ajuste en los estudios de
analisis directo varia de 3 a 4, y esto es debido a que la mas alta capacidad
amortiguadora del vino se encuentra en este intervalo, por la primera ionizacion

de los acidos tartarico y malico.0
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Las principales ventajas del analisis directo son que la muestra de vino no sufre

alteraciones por manipulacién de la muestra y tiene un corto tiempo de preparacion

y por tanto de analisis, es por esto que esta metodologia es la mas utilizada para

estudios metabolomicos del vino por RMN. En la Tabla 7 se muestran las

condiciones utilizadas en algunos estudios en los que se ha utilizado el analisis

directo.

Tabla 7 Estudios del vino por RMN que utilizan analisis directo

., Proporcién Estandar pHde | Supresion de
Aplicacién . . . - Ref.
(vino:D20) interno ajuste sefiales

Métodos de preparacion 80:20 TSP SA Agua 47

Denominacién de origen 91:9 DSS1.5% SA Agua 25

Monitoreo de fermentacion 90:10 TSP 0.01% 3 Agua 42

Variedad de uva y efecto de 90:10 SE SA Agua 33

sombreado

Calidad y der'10m|naC|on de 75:25 Acido férmico SA Agua 26
origen

Afiejamiento 91:9 TSP 0.1 % SA Agua 40

Caracterlzacpn de mezclas de 80:20 DSS 0.06 M 4 Agua 51
vinos

Denominacién de origen 90:10 TSP 0.58 mM SA Agua 24

Afiejamiento-Denominacionde | g, TSP 0.1 % 3.1 | Aguayetanol | 28
origen

Variedad de uva 90:10 TSP 0.1% 3.1 Agua y etanol 34

Caracterizacion del vino 90:10 TSP 10 mM 3.2 Aguay etanol 36

Cuantificacion 90:10 TSP 10 mM 3.1 Aguay etanol 45

Variedad de uva y afiejamiento 90:10 SE 3.1 Agua 37

Clima, afiejamiento y 90:10 TSP 0.1% 3 | Aguayetanol | 41

denominacién de origen
Preparacion de muestra 70:30 SE 35 Agua 48
TSP 0.55mM y
Métodos de cuantificacion 70:30 formiato de 3.1 Aguayetanol | 46

calcio 7.7 mM

*SA: Sin ajuste de pH, SE: Sin estandar interno

3.4.2.

Liofilizacion

La liofilizacion es un proceso fisico realizado para eliminar el disolvente

(comunmente agua) presente en una muestra mediante su sublimacion (cambio de

estado soélido a gaseoso). Se divide en tres etapas principales, congelamiento,

secado primario y secado secundario.>?
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¢ El congelamiento de la muestra se realiza para poder sublimar el agua; se debe
llegar a la temperatura en la que ocurre la maxima solidificaciébn con una
velocidad 6ptima de enfriamiento, para obtener una estructura sélida uniforme sin

liquido, para que el secado se lleve a cabo por sublimacion en su totalidad.

En el secado primario o sublimacion se debe someter la muestra a condiciones
de presion y temperatura menores a las del punto triple (620 milibar y 0.008 °C)
ya que por debajo de este no existe la fase liquida; es por ello que este paso se
realiza a temperaturas de -30 a -50 ° C y con ayuda de una cadmara de alto vacio
con presiones de 0.05 a 0.10 milibar. Ademas, a menor presion disminuye el

punto de sublimacion del hielo, lo que hace mas eficiente el proceso.

En el secado secundario o desorcion se evapora el agua no congelable o ligada
al subir la temperatura. Al terminar la liofilizacion queda una estructura porosa
que puede ser reconstituida si se adiciona agua sin perder sus caracteristicas

originales.>3

Esta metodologia se ha aplicado a muestras de vino para su analisis por RMN y

tiene la ventaja de eliminar por completo el etanol y tener una minima cantidad de

agua remanente, aumentando asi la sensibilidad del analisis. En la Tabla 8 se

muestran algunos estudios en los que se aplica la liofilizacion.

Tabla 8 Estudios del vino por RMN que utilizan liofilizacién y reconstituyen con D,O

Aplicacion Volumen | Tiempo de | Estandar |Ajuste| Supresion Ref

P liofilizado | liofilizacién | interno | de pH | de sefiales ;

Métodos de preparacion 4 mL 28 h SE SA Agua 47

Variedad de uva y denominacion 1mL i DSS 5 MM 4 Agua 24

de origen

Denominacion de origen/Terroir 1mL 12 h DSS1.5% SA Agua 25

Variedad de uva 1mL - DSS 5 mM 4 Agua 32

Monitoreo de pr.olceso de 1ml i TSP 5 mM 4 Agua 43
fermentacidn

Monitoreo de pr.olceso de 1ml i DSS 4 Agua a4
fermentacidn

Variedad de uva 3mL 48 h DSS 0.5 % 4 Agua 38

*-No reportado, SE: sin estandar interno, SA: sin ajuste de pH.
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3.4.3. Evaporacion con N2

El nitrogeno venteado directamente sobre un liquido reduce la presion parcial lo que
acelera la evaporacion y ayuda a eliminar el disolvente a medida que se evapora.>*
Esta metodologia también se ha aplicado en muestras de vino y tiene la ventaja de
concentrar la muestra en un corto periodo de tiempo. El estudio que realizé dicha
metodologia reporta una mejor identificacion de compuestos minoritarios del vino

como butilenglicol y alanina en comparacién con analisis directo y liofilizacion.4’

3.4.4. Extraccién en fase sélida

La EFS (Extraccién en Fase Sélida) es un método de preparacion de muestra que
permite concentrar y separar componentes de interés de matrices liquidas mediante

una fase estacionaria sélida, consiguiendo una mejora en la sensibilidad de andlisis.

La técnica consiste en poner en contacto la muestra liquida con una fase soélida, en
donde los compuestos son selectivamente adsorbidos en la superficie de la misma
y posteriormente recuperados en el disolvente de elucion. La fase sdlida o
adsorbente, suele estar empacada en cartuchos simulando una columna, en donde

el solvente pasa a través de ella por medio de presion o vacio.

El procedimiento de EFS esta constituido por cuatro pasos principales descritos a

continuacion:

e Acondicionamiento: el acondicionamiento del adsorbente se realiza para
garantizar una interaccion reproducible con el analito, produciendo un ambiente
adecuado para su adsorcion. Inicialmente ocurre la humectaciéon de la fase, la
cual permite extender y alinear las cadenas del polimero; posteriormente se
pasan disolventes de composicion similar a la matriz para tener mejor superficie

de contacto con la solucién acuosa a extraer.

e Carga de la muestra: la aplicacion de la muestra se puede realizar con presiéon
positiva 0 negativa, ademas, el flujo no debe ser demasiado rapido porque

disminuye la interaccion fase-analito.
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e Lavado: este paso se realiza para eliminar interferencias, y que en la elucion se
obtengan solo los compuestos de interés. Se recomienda un tiempo de secado
después del lavado en caso de que la diferencia de polaridad entre la solucion

de lavado y el eluyente sea muy grande, o bien si son inmiscibles.

e Elucién: en este paso se recuperan los compuestos de interés con un solvente
adecuado, este se selecciona con base en su fuerza de elucion (determinada por
su polaridad) y conforme al tipo de adsorbente. La velocidad de elucion promedio
es 1 mL / min; y el volumen de elucién debe ser el minimo posible dependiendo
de las dimensiones del cartucho y la cantidad de adsorbente.

En los pasos de acondicionamiento y carga de muestra es esencial que la fase se

mantenga humectada para evitar la entrada de aire a la columna.>®

Las principales variables en EFS son la eleccion del adsorbente y el disolvente de
elucion; dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos de
interés, para lograr una pre-concentracion efectiva de la muestra y permitir una

mejor deteccidn e identificacion de los componentes.

Los adsorbentes utilizados en EFS se clasifican cominmente por la naturaleza de
su mecanismo de interaccion con el analito de interés, pueden ser fase normal,

intercambio idnico y fase reversa.

e Fase normal: consiste en una adsorbente con grupos funcionales polares
comunmente unidos a grupos silanoles, cuyo objetivo es extraer compuestos
polares de matrices poco polares, las interacciones que tiene con el analito son
del tipo polar como enlaces de hidrégeno y dipolo-dipolo.

¢ Intercambio iGnico: se basa en la interaccion ionica de grupos cationicos y
aniénicos que al estar ionizados atraen compuestos con carga opuesta. Esta

ionizacion es dependiente del pH.

e Fase reversa: la fase se constituye de grupos no polares, reteniendo por lo tanto,
compuestos no polares de una matriz polar como el agua. Su interaccién con los

compuestos de interés se da por fuerzas de Vander Walls e interacciones 1-,
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en caso de compuestos arométicos y fases poliméricas. Las fases reversas mas
utilizadas estan compuestas de silice unida a grupos alquilo como C18 o fases

poliméricas.

La gran mayoria de los adsorbentes utilizados en fase normal y reversa estan
basados en grupos silanoles unidos a diferentes grupos funcionales para cambiar
su polaridad, sin embargo tiene dos principales inconvenientes ya que es altamente
sensible a pH y puede hidrolizarse con ciertos solventes. Para evitar estas
desventajas se desarrollaron las fases poliméricas; estas se utilizan en fase reversa

y estan sintetizadas artificialmente.>®

Los adsorbentes poliméricos son muy hidrofébicos, sus propiedades altamente
adsorbentes surgen de la parte aromatica que interactia con analitos aromaticos
mediante interacciones de enlaces T-m. Son mas resistentes a solventes y pH
extremos, tienen mayor superficie de contacto que la silice y requieren menores

volimenes de disolvente de elucion.

Existen una gran cantidad de fases poliméricas, entre ellas la de poliestireno divinil
benceno (PS-DVB). Al ser una fase polimérica tiene la ventaja de no hidrolizarse
cuando se somete a pH extremo. Es utilizada para retener compuestos
hidrofébicos con algunos grupos funcionales hidrofilicos, principalmente
compuestos aromaticos y fendlicos de matrices acuosas. En la Figura 7 se muestra

Su estructura.

Figura 7. Estructura quimica del polimero poliestireno divinil benceno.

La extracciéon en fase sélida (EFS) se ha utilizado como método de preparacion de

muestras de vino, y el analisis del extracto se realiza principalmente por métodos
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de separacion acoplados a espectrometria de masas. Por ejemplo, un estudio se
realizd por EFS con cartuchos de fase poliestireno divinil benceno para la pre-
concentracion de compuestos responsables del aroma del vino (principalmente
terpenos y compuestos aromaticos), efectuando su identificacion y cuantificacion

con cromatografia de gases.®’

Aungue lo méas comun es utilizar espectrometria de masas como método de analisis
para muestras concentradas por EFS, hay un estudio que reporta su aplicacién con
RMN. Dicho trabajo, concentra los compuestos no polares presentes en el vino
obteniendo mejor identificacion y elucidacion de compuestos (aromaticos y
vinilicos). Al igual que el estudio anterior utiliza poliestireno divinil benceno como

fase sélida.>8
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4. Metodologia

Esta seccion describe la metodologia utilizada para los métodos reportados en la
literatura, analisis directo, liofilizacion, evaporacion con Nz y extraccion en fase

solida.

4.1.Muestras

Las muestras fueron botellas comerciales de vino mexicano cuya informaciéon se

encuentra resumida en la Tabla 9.

Tabla 9 Informacién de los vinos utilizados

Tlai:e Variedad de uva Casa Productora | Afo Origen AIc?hoI
Tinto Barbera Santo Témas | 2015 | Valle de Santo Tomas 14
Tinto Nebbiolo La Cetto 2016 | Valle de Guadalupe 13.7
Tinto Zinfandel La Cetto 2016 | Valle de Guadalupe 13.5
Tinto Merlot La Cetto 2017 | Valle de Guadalupe 13
Tino Petit Sirah La Cetto 2016 | Valle de Guadalupe 13.8
Tinto Cabernet Sauvignon La Cetto 2017 | Valle de Guadalupe 13
Blanco Blanc de Zinfandel La Cetto _ Valle de Guadalupe 11.5
Blanco Blanc de Blancs La Cetto _ Valle de Guadalupe 12

4.2.Analisis directo

En el método de analisis directo, el vino se analizé al momento de abrir la botella.
Primero se transfirieron 900 pL de vino a un criovial (estéril, 2 mL, T309-2A, Simport)
y se le adicionaron 100 pL de buffer de fosfatos con TSP (Sigma-Aldrich, 98 %)
como estandar interno (1 M de KH2POa4 con TSP al 0.1 % en D20 a pH de 3.1).
Posteriormente se ajust6 el pH a 3.1 con una Unidad de titulacion de pH “BTpH”
(Bruker) y finalmente se transfirieron 600 pL de la mezcla a un tubo de RMN de 5

mm de diametro.
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4.3.Liofilizaciéon

Para la prueba de liofilizacion se congelaron 2 mL de vino y se liofilizaron durante
48 horas (temperatura del colector -50 °C, presion 0.101 milibar, liofilizadora de
arbol, marca: Labconco, modelo: 2.5). La muestra liofilizada se reconstituyé con 800
uL de D20, se filtr6 con acrodiscos de nylon (0.45 pum, 13 mm didmetro, Millex-HN,
Merck) y se transfirieron 600 pL a un tubo de RMN de 5 mm de diametro.

El tiempo de liofilizacion se eligié acorde con lo reportado, ya que incluso después
de 48 h no se logra eliminar el agua de la muestra.>®

4.4.Evaporacion con nitrégeno

En el método de evaporacion se transfirieron 2 mL de vino a un vial de 10 mL, con
el fin de tener la mayor superficie de contacto, y la muestra se evaporé con flujo de
N2 durante aproximadamente 5 horas. El residuo se reconstituyé con 800 pL de
D20, se filtré con acrodiscos de nylon (0.45 pm, 13 mm diametro, Millex-HN, Merck)

y se transfirieron 600 pL a un tubo de RMN de 5 mm de diamétro.

4.5 Extraccion en fase sélida

45.1. Procedimientos

Se probaron dos metodologias de extraccion,>”°8 con el objetivo de seleccionar la
gue extrajera el mayor numero de metabolitos sin alteracion y con un tiempo
adecuado de experimentacion. Las condiciones de estas metodologias se muestran

en la Figura 8.
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Metodologia 1 Metodologia 2

200 mg de poliestireno 500 mg de poliestireno
Fase L -
divinil benceno divinil benceno
Acondicionamiento 5 mL de metanol, 5 10 mL de DCM, 5 mL
mL de agua de etanol , 10 mL de
etanol/ agua al 10 %
Volumen de muestra 10 mL de vino 100 mL de vino
. B 3 mL de Metanol con
Disolvente de elucidn 5 % de - |
1 L Di t
MeOD-da y TSP al 0 mL de Diclorometano
0.024 %
Evaporacion/ _
Disolvente de - Si/ Cloroformo
reconstitucion No /ninguno deuterado

Figura 8. Metodologias utilizadas en la optimizacién de EFS.57 58

45.2. Optimizacion

Para optimizar la metodologia de EFS se evaluaron los siguientes parametros:
cantidad de adsorbente (200 y 500 mg), volumen de muestra (20, 30 y 40 mL),
disolvente de elucién (metanol y diclorometano) y disolvente de reconstitucién del
extracto evaporado a sequedad (CDClz y MeOD-da).

45.2.1. Procedimiento optimizado

Para la metodologia optimizada de EFS se utilizaron cartuchos de 6 mL con 200 mg
de poliestireno-divinilbenceno como adsorbente (Chromabond HR-P, Macherey-
Nagel); se acondicionaron con 5 mL de metanol (grado HPLC, 99.9% Sigma-
Aldrich), 3 mL de etanol (grado HPLC, 99.5% Sigma-Aldrich) y 5 mL de una solucion
de etanol al 10 % v/v en agua desionizada. Posteriormente se cargaron 40 mL de
muestra y se lavo el cartucho con 20 mL de agua desionizada. Se eluy6 con 5 mL
de metanol, se evaporo el extracto a sequedad con N2y se reconstituyo con 700 L
de MeOD-d4 (Sigma Aldrich, 99.8 % D) con TSP (sigma aldrich 98 %) al 0.024 %
m/m, transfiriendo 620 uL del extracto reconstituido a un tubo de tubo de RMN de 5

mm (Figura 9).
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Pasar
consecutivamente 5 mL de solucion
Acondicionamiento del los siguientes | snr:(:t:sozl‘e 3mL de etanol/agua 10%
cartucho “ | disolventes etanol viv
[Fluljo 1-2 mL/min]
k ~ _/ Y
Elucién por gravedad Secado a vacio
[1 minuto]
. Cargar 40 mL de - Lavar con 20 mL de agua
Proceso de extraccion SPE ving - Seflacrirc])iri;:iuo | desionizada con vacio
[Flujo 1-2 mL/min] [Flujo 1-2 mL/min]
R . Evaporar el L‘
econstituir con 1 .
extracto final con Eluir por gravedad
700 pL de . Secado a vacio
- flujo de | —
MeOD-d4 con | ! N con § lede [1 hora]
TSP al 0.024 % N2 a37°C metano
hasta sequedad

Transferir 620 L

Agitar en vortéx

a un tubo de 5 mm
de RMN

Y

Figura 9. Procedimiento optimizado para el método de extraccion en fase sélida.

4.6.Adquisicion de los experimentos de RMN

Todos los experimentos fueron adquiridos de manera automéatica con el software
IconNMR (Bruker); a 300 K en un espectrometro Bruker Avance Ill HD de 16.44 T,

(frecuencia para 'H 699.96 MHz) equipado con una sonda criogénica de triple

sintonia con bobina de gradientes en el eje Z para tubos de 5 mm y un muestreador

automatico “Sample Jet”.

La secuencia de pulsos y los parametros seleccionados fueron distintos

dependiendo del método de preparacion de muestra utilizado (Tabla 10).

Tabla 10 Parametros y condiciones de adquisicion de experimentos de RMN

1. Analisis 'H con presaturacién D1:4s, AQ:2.32 s, NS:32,
directo /noesygppszgprld H20 y EtOH DS:4, SW:14097 Hz, RG:16.0 D0
e s 'H con presaturacion D1:4s, AQ:2.22 s, NS:32 DS:4,
2. Liofilizacion /noesygpprid H.0 SW:14705 Hz, RG:16.0 D0
3. Evaporacion | H con presaturacion H,0 D1:4s, AQ:2.22 s, NS:32, D0
con nitrégeno /noesygpprld g DS:4, SW:140705 Hz, RG:14 g
4. Extraccion 1 D1:2's, AQ:2.32 s, NS:32,
en fase sélida H N/A DS:2, SW:14097 Hz, RG: 8 MeOD-d,

D1: Tiempo de relajacion, AQ: Tiempo de adquisicidon, NS: Nimero de transientes, DS: Nimero
de transientes ficticios, SW: Ventana espectral y RG: Ganancia.

29



Metodologia

4.6.1. Procesamiento

El procesamiento de los espectros se realizO en los programas MestReNova
(version 12.0.0, Mestrelab Research S.L. 2017) y TopSpin (version 3.5, Bruker). Se
corrigio la fase y se ajusto la linea base de forma manual. Los espectros adquiridos
en D20 se referenciaron a la sefial de TSP (0.0 ppm) y los de MeOD-d4 a la sefial

residual del disolvente (3.3 ppm).

4.7.1dentificacion de metabolitos

Para la identificacion de metabolitos se utilizé el software de reconocimiento de
patrones Chenomx (version 8.3) y experimentos bidimensionales COSY, HSQC y
HMBC.
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5. Resultados y discusién.

En el presente capitulo se muestran los espectros tipicos de una muestra de vino
adquiridos sin presaturacion, con presaturacion del agua, y con presaturacion del
agua y del etanol. En dichos espectros se indican los & de 'H de las principales
sefales. Posteriormente se muestran los espectros de las muestras adquiridos tras

las diferentes metodologias probadas.

5.1.Espectros de RMN del vino

Como se menciond en los antecedentes, los experimentos empleados en la literatura
para el analisis directo de vino tienen dos variantes; algunos estudios realizan
Unicamente la supresion de la sefial de agua mientras que otros suprimen tanto la
sefal de agua como la de etanol; no obstante, en nuestro caso fue necesario realizar

la supresion de ambos disolventes.

En la Figura 10 se muestra el espectro de una muestra de vino sin supresion de la
sefal de agua; las Unicas sefiales que se pueden observar son las sefiales de los
compuestos mayoritarios, agua en 4.8 ppm, y las del etanol en 3.5 ppm (cuarteto) y
1.1 ppm (triplete).

9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5
ppm

Figura 10. Espectro 'H-RMN (700 MHz, D;0, 25 °C) de una muestra de vino.
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Por consiguiente, para aumentar la sensibilidad y poder observar los metabolitos
minoritarios se utiliza una secuencia de pulsos que suprime la sefial de agua, que es
la mas intensa. En la Figura 11A se muestra el espectro resultante y al aumentar la
intensidad ya se pueden ver otros metabolitos (Figura 11B), sin embargo, como el
equipo utilizado en esta tesis es un espectrémetro de 700 MHz con criosonda, que le
da alta sensibilidad, y la concentracion de etanol es muy alta, se producen artefactos
(sefiales negativas de intermodulacion entre las dos grandes sefiales del etanol) que
se observan claramente en las expansiones de la Figura 11B, por lo que es
imprescindible suprimir ademas del agua, el cuarteto y/o el triplete del etanol para

obtener un espectro libre de distorsiones.

A

6.12 6.08

8.65 8.60 8.55

OO‘
N
o))
v
H
w
N
=
o
~
N)

10 9
ppm

Figura 11. A: Espectro 'H-RMN (700 MHz, D,0, 25 °C) con supresién de H,O de una muestra de
vino. B: mismo espectro A con intensidad incrementada y con ampliaciones de las regiones con
artefactos.
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Después de probar algunas secuencias para suprimir también las sefiales del etanol,
seleccionamos la supresion con un pulso con forma para suprimir las ocho sefales
correspondientes al agua y etanol (una simple al agua y siete lineas individuales
correspondientes al cuarteto y triple del etanol).5° El resultado es un espectro con las
sefales del etanol atenuadas y sin distorsiones como se observa en el espectro de
la Figura 12. El experimento consiste en la secuencia de pulsos que realiza la
supresion de las sefiales de H20 y etanol (libreria de Bruker “noesygppsld”). Un
pulso con forma se aplica durante el tiempo de relajacion con frecuencias en el
espectro para 8 bandas individuales, y asi lograr la supresion simultanea y altamente
selectiva de la sefial simple del agua y siete lineas individuales correspondientes al

cuarteto y sefal triple del etanol.

7.5 7.0 6.5 6.0

A o AL

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
(ppm)

Figura 12. Espectro 'H-RMN (700 MHz, D;0, 25 °C) con supresion de las sefiales de agua y etanol
de una muestra de vino.

51.1. Identificacidon de metabolitos en analisis directo

Para conocer el perfil metabdlico de muestras de vino blanco y tinto cuando la
metodologia de preparaciéon es el analisis directo se realizé la identificacion de los

metabolitos presentes en los espectros de las muestras de ambos tipos de vino. Los
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espectros con los metabolitos identificados se pueden ver en la Figura 13 y Figura 14
los cuales se marcaron en el espectro con diferentes colores para una mejor
visualizacion. Los metabolitos identificados, sus desplazamientos quimicos y

multiplicidad se enlisan en la Tabla 11.

2

e w

K “'\l ¥

“ m‘] .“ ‘MW

9.0 8.5 8.0 7.5 (ppm] 7.0 6.5 6.0 5.5 @

Figura 13. Espectro *H-RMN (700 MHz, D,0, 25°C) en una muestra de vino blanco por analisis
directo. La identificacién de los metabolitos se presenta con diferentes colores: 1) Acido cafeico, 2)
dcido caftdrico, 4-aminobutirato, &cido acético, acido lactico, acido malico, alanina, fructosa,

valina, glucosa, prolina, glicerol, 2-feniletanol,
trigonelina,
triptéfano,
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)l'm ol kk ‘. H\M {

45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 g

9.0 8.5 8.0 75 7.0 65 6.0 55 50

Figura 14. Espectro 'H-RMN (700 MHz, D,0, 25°C) de una muestra de vino tinto por andlisis directo.
La identificacion de los metabolitos se presenta con diferentes colores: 1) acido cafeico, 2) acido
caftarico4-aminobutirato, acido acético, acido lactico, acido galico, acido pirtvico, alanina,

fructosa, valina, glucosa, prolina, glicerol, 2-feniletanol,
trigonelina, triptéfano,
y xilosa.
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Tabla 11 Compuestos identificados en las muestras de andlisis directo.

Numero Compuesto 6 (Multiplicidad, constante acoplamiento, asignacion)

- . 6.42 (d, ) = 15.9 Hz, CH), 6.88 (d, J = 8.2 Hz, CH), 7.12 (d, ] = 2.0 Hz,

! Acido cafeico ( CH),)7.68 (((1, J=16.0 Hz, CH)) (
2 oa . . 5.42 (d, J=3.5 Hz, CH), 6.46 (d, J= 15.9 Hz CH), 7.13 (d, J = 2.0 Hz,

2 Acido caftarico ( CH)), 7.74 ((d, J=15.9 Hz CH)) |

3 4-Aminobutirato 1.83 (g, CHy,) 2.50 (t, J = 7.4 Hz, CH,)

4 Acido acético 2.08 (s, CH3)

5 Acido lactico 1.36(d,/=7.0Hz,CHs),4.21 (q,J=7.2 Hz, CH

6 Acido gélico 7.15(s, CH)

7 Acido piruvico 2.21(s, CHs)

8 Acido malico 2.81 (dd, CH), 2.89 (dd, J = 16.3, 4.4 Hz, CH)

9 Alanina 1.49 (d,7.2, CHs)

10 Fructosa 4.00 (d, J=1.3 Hz, CH), 4.02 (d, J = 1.4 Hz, CH),

11 *Valina 0.99 (d, J= 7.2 Hz), 1.04 (d, J = 7.2 Hz)

12 Glucosa 4.62(d, J=7.9 Hz CH), 5.30 (d, /= 3.7 Hz, CH)

13 2.00 (m, CH,), 2.34(m, CH),

14 Glicerol 3.55(dd, J=11.7, 6.5, CH,), 3.82(m) CH

15 7.15 (m, CH), 7.20 (m, CH), 7.24 (m, CH)

16 5.24 (d, J = 4.6 Hz)

17 0.92(d, J=6.8 Hz, CH3), 1.62(m, CH)

18 2.16(s, CHs), 1.32 (d, J = 6.6 Hz, CH3)

19 3.18(s, CHs)

20 Triptéfano 7.53 (d, J=8.6 Hz, CH), 7.60 (d, J = 8.6 Hz)

21 3.35(s, CHs)

22 6.07 (d, J=2.2 Hz, CH), 6.09 (d, /= 2.2 Hz, CH)

23 Acido succinico 2.65(s, CH,)

24 Trigonelina 4.43(s, CHs), 8.08(m, CH), 8.84(m, CH) 9.14(s, CH)

25 Acido citrico 2.96 (d, J = 15.6 Hz, CH)

26 3.26(t, J=9.4 Hz, CH)

27 6.84(m, CH), 7.17(m, CH)

28 4.38(s, CH)

29 Xilosa 5.17 (d, J = 3.8 Hz, CH)

En la Figura 15 se muestran 8 espectros apilados de los vinos blancos y tintos de
diferente variedad de uva adquiridos con el método de analisis directo, en general se
puede ver que en la region de 0-5 ppm la intensidad de las sefiales es mayor que las
de la zona aromatica (6-7 ppm). En cuanto a la diferencia entre vinos blancos y tintos

es notorio que en los primeros hay mayor intensidad de las sefales en la zona de los
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azucares (3-5 ppm), claramente se puede ver que la sefial del proton anomérico de
la glucosa (5.21 ppm), el acido citrico (2.96 y 2.78 ppm) y el acido malico (2.89 y 2.80
ppm) tienen una mayor intensidad en las muestras de vinos blancos. En el caso del
acido malico esto puede deberse a que en los vinos tintos puede o no llevarse a cabo

la fermentacién maloléctica.

Por otra parte los vinos tintos tienen una mayor intensidad y cantidad de sefiales en
la zona aromética (6.00-8.00 ppm).

Blanc de Blancs
e NS V¥ WY | VR WO

=

Blancos

l

L
Blanc de Zinfandel
) P GRS uwww e

Cabernet Sauvignon A/JM—A
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W MMA}U
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Figura 15. Espectros apilados *H-RMN (700 MHz, D,0, 25°C) de las muestras de vino preparadas
con analisis directo. Todos los espectros se normalizaron con respecto a la sefial de TSP. En la
regién de 5.6-9.4 ppm se aumento la intensidad ocho veces con respecto al resto del espectro. En
recuadros estan indicadas las sefiales de los protones andémericos de azlcares (4.6-5.3 ppm) y el
acido mélico (3.0 ppm).

37



Resultados y discusion

5.2.Espectros tras la evaporacion con N2

Durante el proceso de evaporacion con N2z se elimind por completo el etanol pero no
el agua debido a la formacién de una solucidn viscosa, probablemente por el
contenido de azUcares que no permite llevar a sequedad la muestra (Figura 16). Por
lo tanto, al reconstituir el concentrado con D20 se obtuvo una suspension que se filtro

con un acrodisco de nylon de 0.45 um.

Figura 16. Muestra de vino tinto evaporada con N;

En la Figura 17 se muestran los espectros superpuestos de dos muestras de vino
tinto Cabernet Sauvignon, una evaporada con Nz y otra por andlisis directo; se puede
observar que hay una pérdida de los siguientes metabolitos en la muestra evaporada:
alcohol isoamilico, metanol, alcohol fenetilico, un compuesto no identificado en 4.6
ppm y varios compuestos hasta el momento no identificados en la regién de 6.0-8.0
ppm, ademas hay una disminucion en la intensidad de &cido acético y acido
succinico. La pérdida y disminucién de los metabolitos anteriores se debe
probablemente a que algunos de ellos son volatiles, y otros poco solubles en agua
por lo que se tuvo una pérdida total o parcial en el vidrio del recipiente al no disolverse

por completo con la reconstitucion.

Lo anterior es un inconveniente de la evaporacion con Nz por lo que se decidid no

analizar mas muestras con este tratamiento.
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Figura 17. Espectros superpuestos *H-RMN (700 MHz, D,0, 25 °C) de una muestras de vino tinto
preparada por dos metodos, una evaporada con Nz (verde) y otra por analisis directo (marrén). En la
regiéon de 5.5-9.0 ppm se aumenté la intensidad seis veces. Los espectros se normalizaron a la sefall

del glicerol (3.55 ppm).
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5.3.Espectros tras la liofilizacién

En la Figura 18 se muestran los espectros superpuestos de muestras de vino tinto
Cabernet Sauvignon, adquiridos tras liofilizar la muestra y el otro por analisis directo.
Al analizar los espectros se encontraron varias desventajas. Por una parte el agua y
el etanol no se eliminan por completo, aunque esto se compensd adquiriendo el
espectro con supresion de la sefial de agua. Ademas, al igual que con la evaporacion
se perdieron algunos metabolitos como alcohol isoamilico, metanol, alcohol fenetilico,

acido acético, y un compuesto no identificado en 4.6 ppm.

El realizar la liofilizacion requiere un tiempo total de analisis mayor a 48 horas. Por
consiguiente, debido a la disminucion en la intensidad de las sefiales antes
mencionadas, el agua residual y el largo tiempo de andlisis se decidio no realizar mas

muestras con este tratamiento.
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6X
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Figura 18. Espectros superpuestos H-RMN (700 MHz, D,0, 25°C) de muestras de vino tinto una
liofilizada (azul) y la otra preparada por analisis directo (marrén). En la region de 5.5-8.5 se aumento
la intensidad seis veces. Los espectros de normalizaron a la sefial del glicerol (3.55 ppm).

5.4.Espectros tras la extracciéon en fase soélida

54.1. Seleccién del procedimiento.

Se probaron dos metodologias que utilizan cartuchos con fase poliestireno-
divinilbenceno.5” %8 Al comparar los espectros de los extractos (Figura 19), se observé
gue se obtienen los mismos metabolitos en diferentes concentraciones. En la
metodologia 1 la concentracion de los metabolitos es mas baja que la metodologia 2
debido al menor volumen de muestra, no obstante, esta Ultima tiene un tiempo de
preparacion cuatro veces mayor que el método 1. Por lo tanto, se decidio hacer una
optimizaciéon para aumentar el niumero de metabolitos observables en un menor

tiempo de analisis.
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Figura 19. Espectros apilados *H-RMN (700 MHz, 25°C) de los extractos de vino de la variedad de
uva Cabernet Sauvignon preparadas mediante las metodologias de EFS 1 (verde,10 ml vino,
MeOD-d.) y 2 (Morado, 100 ml de vino, CDCIs). Para el espectro de la metodologia 1 se suprimio la
sefial de metanol. Espectro normalizado a la sefial de alcohol isoamilico.

5.4.2. Optimizacion de la metodologia

La optimizacién se realizd6 para establecer la cantidad de adsorbente, volumen de

muestra y, definir el mejor disolvente de elucién y de reconstitucion.

5.4.2.1. Cantidad de adsorbente y volumen de muestra

Para tener un volumen de muestra y tiempo de experimentacion intermedios entre
las metodologias probadas anteriormente, se decidié establecer como cantidad de
adsorbente 200 mg de fase utilizando cartuchos de 6 mL. Posteriormente se
realizaron extracciones con 20, 30 y 40 mL de vino con las siguientes condiciones:
e Acondicionamiento: 5 mL de DCM, 5 mL de etanol, 5 mL de etanol al 10% (v/v)
en agua.
e Disolvente de elucion: DCM.

e Evaporacién/Disolvente de reconstitucion: A sequedad / MeOD-da.
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En la Figura 20 se muestran los espectros de los extractos obtenidos con los
diferentes voliumenes de muestra. En el extracto A se puede observar que la
intensidad relativa de los metabolitos es considerablemente menor que en los
extractos B y C, por lo que se descartd el volumen de muestra de 20 mL. En los
extractos B y C la intensidad relativa de estos es muy similar, observandose
ligeramente mejor en el espectro C (correspondiente a 40 mL) por lo que fue el

volumen seleccionado.

Codigo de colores
A-20 mL de vino
B-30 mL de vino
C-40 mL de vino

IS A .

6.71 6.69 2.36 1.30

NN 1 1 I

80 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 40 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5
(ppm)

Figura 20. Espectros superpuestos *H-RMN (700 MHz, MeOD-d., 25°C) de las muestras de vino
preparadas con EFS utilizando diferentes volimenes de vino: 20 mL (Azul), 30 mL ( Marron) y 40 mL
(verde). Ampliaciones en la zonas cercanas a 1.3, 2.3 y 6.7 ppm. Espectros normalizados a la sefial

residual de MeOD-ds.

5.4.2.2. Seleccion de disolventes de elucién.

Como disolventes de elucion se probaron metanol y diclorometano para determinar
cual de ellos eluye un mayor numero de compuestos. Se comparo la elucidon con
ambos disolventes puros y de manera fraccionada en diferente orden de elucion
(Tabla 12); la evaporacion de los extractos se realizé con flujo de nitrégeno, utilizando

como disolvente de reconstitucion MeOD-da.
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Tabla 12 Disolventes de elucién para EFS.

A DCM 5mL A-DCM
B MeOH 5mL B-MeOH
DCM 3mL C-DCM
c MeOH 3mL C-MeOH
MeOH 3mL D-MEOH
P DCM 3mL D-DCM

*DCM: diclorometano, MeOH: metanol

En la Figura 21 se muestran los resultados de las extracciones con DCM y MeOH.
En los espectros se observa que se eluyen una mayor cantidad de metabolitos con

metanol a lo largo de todo el espectro, especialmente en la region aromatica (6-7.5

ppm).

A-DCM ‘

L o MMJLL\\J%

B-MeOH

) ‘,

_ ,AJA,LUJJ)M JUAWUW\M TN X W

‘ h

e L Jul JLMVKJ_VJLA .Mk Lo

10.0 9.5 75 7.0 65 60 55 45 40 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0
(ppm)

Figura 21 Espectros apilados *H-RMN (700 MHz, MeOD-d4, 25°C) de muestras de vino preparadas

con EFS y eluidas con: Diclorometano (Anaranjado) y Metanol (Azul). En la regién de 9.5-10 ppm se

aumenté la intensidad 5 veces con respecto a la sefial residual del MeOD-d, a la cual se normalizé
el espectro.

En la Figura 22 se presentan los espectros apilados de las eluciones fraccionadas;
en la extraccién C donde se eluy6 primero con DCM y posteriormente con MeOH se
observa que el DCM eluye un conjunto de compuestos y posteriormente el MeOH
otros, pero se observa la pérdida de algunos metabolitos como el alcohol isoamilico
(0.9, 1.6 y 3.6 ppm). Por otro lado, en la extraccion D eluida con metanol y
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posteriormente con DCM, se observa que practicamente todos los metabolitos se
eluyen con el MeOH mientras que en la fraccion D-DCM hay una minima cantidad
de metabolitos. Por lo tanto, se decidid utilizar metanol como Unico disolvente de
elucibn ya que permite obtener un extracto mas enriquecido sin pérdida de
metabolitos.

i T 1
S YTV

‘ D-DCM

DCMm/
MeOH

MeOH/
DCM

IV IR

. s |

L

11.5 10.5 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5
(ppm)

Figura 22. Espectros apilados *H-RMN (700 MHz, MeOD-da, 25°C) de los extractos obtenidos por
EFS realizados con eluciones fraccionadas. De arriba abajo: elucion con DCM (C-DCM) y
posteriormente con metanol (C-MeOH), extraccién con Metanol (D-MeOH) y posteriormente con
DCM (D-DCM). Espectros normalizados a la sefial residual del MeOD-da.

5.4.2.1. Seleccién de disolventes de reconstitucion.

Como disolventes de reconstitucion del extracto se probaron MeOD-ds4 y CDCls. En
la Figura 23 se observa que se tienen las mismas sefiales con ambos disolventes
pero con desplazamientos quimicos ligeramente diferentes y con MeOD-ds4 se
observa una mayor dispersion de las sefales en algunas regiones del espectro como
en la region de 7.2-7.3 ppm (Ampliacion en Figura 23). También se evalud la
estabilidad la muestra adquiriendo los espectros cinco dias después de su
preparacion, los resultados indican que el extracto reconstituido en CDClIs (el cual es
muy volatil) no es estable, pues hay un cambio de coloracién y formacion de un
precipitado (Figura 24). Por ello, al tener una mejor dispersiébn de sefales y

estabilidad del extracto se eligio MeOD-d4 como disolvente de reconstitucion.
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Figura 23. Espectros apilados *H-RMN (700 MHz, 25°C,) de una muestra vino preparada con EFS y
reconstituida con CDCls (azul) y MeOD-d4 (marrén), con ampliacion de la region de 7.2-7.3 ppm. Los
espectros se normalizaron a la sefial de succinato de dietilo (1.5 ppm)

\
.\

Figura 24. A Fotografia de los extractos a los 3, 4 y 5 dias despues de la reconstitucion con CDClg,
en donde se observa el oscurecimiento de la muestra con el paso del tiempo. B Fotografia del
precipitado observado en el extracto reconstituido con CDClz despues de 5 dias.

5.4.3. Repetibilidad de la extraccidon en fase sélida

Una vez que se establecieron como condiciones Optimas 200 mg de adsorbente, 40
mL de muestra, metanol como disolvente de elucién y MeOD-d4 como disolvente de

reconstitucion; se evalu6 la repetibilidad del método realizando un triplicado de
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extracciones de una muestra de Cabernet Sauvignon. En los espectros superpuestos

se puede apreciar que no hay diferencia visual entre ellos (Figura 25).

Cédigo de colores

A-Cabernet Sauvignon

B-Cabernet Sauvignon
C-Cabernet Sauvignon MA

- r - T T T

2.80 2.79 2.78

10.0 95 9.0 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
ppm

Figura 25. Espectros superpuestos *H-RMN (700 MHz, MeOD-da, 25 °C) de una muestra de vino
variedad Cabernet Sauvignon realizada por triplicado para evaluar la repetibilidad del método de
EFS. Espectros normalizados a la sefial del TSP.

Para comprobar que no existe diferencia significativa entre las muestras, se procedio
a la reduccién dimensional del espectro realizando primero un binning utilizando el
programa Chenomx (versién 8.3) con un tamafio de 0.004 ppm para dar 2450 bins;
posteriormente, se realiz6 un gréfico control al 95 % de confianza del primer
componente PC1 de un andlisis multivariante PCA (Figura 26) con el programa
SIMCA (version 16.0.1).

El PC1 explica el 94 % de la variabilidad de los datos (Figura 27) por lo que se tiene
una gran cantidad de informacién del sistema; al tener una R? de 0.94 y una Q?de
0.84 que explican la varianza y la buena predictibilidad del modelo, respectivamente.
Ademas, como se observa en la gréfica control, la variabilidad entre muestras puede
ser explicada por el error aleatorio, ya que no hay diferencia significativa entre ellas
al estar dentro del intervalo de confianza del valor medio; por consiguiente, el método

es repetible.
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Figura 27. Gréfico de acantilado mostrando la varianza explicada del modelo de PCA con un

componente principa..
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54.4. Andlisis de muestras con EFS

Se realizo la identificacion de los metabolitos presentes mediante el analisis de los
desplazamientos quimicos de las sefiales y sus constantes de acoplamiento, ademas
se realizaron experimentos bidimensionales para confirmar conectividades. Los
metabolitos identificados se encuentran marcados en el espectro con cdédigo
numerico (Figura 28 y Figura 29). Los desplazamientos quimicos y la multiplicidad se

describen en la Tabla 13.

L

3.0 2.5 (pm = 2.0 1.5 1.0

Figura 28. Espectro *H-RMN (700 MHz, MeOD-d4, 25 °C) con la identificacién de los metabolitos
presentes en una muestra de vino blanco por EFS. Los siguientes metabolitos se identifican con un
numero: 1 alcohol isoamilico, 2 succinato de dietilo, 3 etil hidrogen succinato 4 alcohol fenetilico, 5
tirosol, 6 epicatequina, 7 acido caftarico, 8 acido trans-p-coutarico, 9 catequina, 10 acido butirico 11

acido cafeico, 12 acido siringico, 13 acido vainillinico.
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Figura 29. Espectro *H-RMN (700 MHz, MeOD-d., 25 °C) con la identificacién de los metabolitos
presentes en una muestra de vino tinto por EFS. Los siguientes metabolitos se identifican con un
numero: 1 alcohol isoamilico, 2 succinato de dietilo, 3 etil hidrogen succinato 4 alcohol fenetilico, 5
tirosol, 6 epicatequina, 7 &cido caftarico, 8 acido trans-p-coutarico, 9 catequina, 10 aceido butirico 11
acido cafeico, 12 acido siringico, 13 acido vainillinico, 14 acido galico.
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Tabla 13 Compuestos indentificados en muestra de EFS.

Nimero Nombre 6 (Multiplicidad, constante de acoplamiento, asignacion)
) Alcohol isoamilico | 090 (8= 6.7 Hz, CHs), 1.41 (q, J= 6.9, CHo), 1.68 (m, CH), 3.56 (t, J=
6.9 Hz, CH,)
2 S“C;;Zfifg e 1.23 (t, J=7.1Hz, CHs), 2.57 (s, CH,), 4.10 (q, J= 7.1 Hz, CH,)
3 Etil hidrogen 1.23 (t, J=7.1Hz, CHs), 2.56 (M, CH), 4.11 (g, J= 7.1 Hz, CH,)
succinato
» 2.79 (t,J = 7.1 Hz, CH,), 3.72 (t, ) = 7.1 Hz, CH,), 7.15 (m, CH), 7.20
4 Alcohol fenetilico (m, CH) 7.24 (m, CH)
c Tirosol 2.70 (t, ) = 7.2 Hz, CH,), 3.66 (t, ) = 7.2 Hz, CH,), 6.68 (d, ) = 8
.5 Hz, CH), 7.01 (d, J = 8.5, CH)
6 Epicatequina 5.92 (d,J =2.3 Hz, CH), 5.90 (d, J = 2.3 Hz, CH), 7.43 (d, ) = 8.6 Hz, CH)
. N 5.53 (m, CH), 6.26 (d, J = 16.0 Hz, CH), 6.76 (d, J = 8.6 Hz, CH), 6.95
/ Acido Caftarico (d, 2.1 Hz, CH), 7.63 (d, J = 16.0 Hz, CH)
8 Acido trans-p- 7.46 (d, ) = 8.7 Hz, CH), 7.67 (d, ) = 8.7,CH), 7.70 (d, J = 15.8, CH)
coutarico
9 Cateauing 2.65 (dd, J = 16.1, 7.3 Hz, CH), 2.83 (dd, J = 16.1, 5.4 Hz, CH), 3.96 (td,
g J=7.9,5.4 Hz, CH), 4.55 (d, J = 7.5 Hz, CH)
10 Acido butirico 1.26 (t, J = 7.1 Hz, CHs), 1.59 (m CH,), 2.26 (t, J = 7.4 Hz CH,);
1 Acido cafeico | 620 (d,1=16.0 Hz, CH), 6.76 (d, J = 8.2 Hz, CH), 6.94 (d, 2.1 Hz, CH),
7.5(d, J = 16.0 Hz, CH)
12 Acido siringico 3.88 (s, CH)
13 Acido vainillinico 6.92 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz, CH)
14 Acido galico 7.03 (s, CH)

En la Figura 30 se muestran 8 espectros apilados de los vinos blancos y tintos de

diferente variedad de uva, preparados con el método de EFS. La principal diferencia

gue se puede observar es que la intensidad relativa de las sefiales de la zona

aromatica (6.0-7.5 ppm) es mayor en vinos tintos que en blancos, especialmente el

alcohol feniletilico (7.19-7.24 ppm). Adicionalmente las sefiales del succinato de

dietilo (4.10, 2.26 y 1.22 ppm) tienen una intensidad relativa menor en los vinos

blancos, lo cual es mas notorio en la muestra Blanc de Blancs.
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Figura 30. Espectros apilados *H-RMN (700 MHz, MeOD-d4, 25°C,) de las muestras de vino
preparadas con EFS. Todos los espectros se normalizaron al TSP. En las regiones de 1-1.5 ppmy
5.5-8.0 ppm se aumento dos y tres veces la intensidad. La sefial dentro del recuadro corresponde al
succinato de dietilo.
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5.4.5. Comparaciéon de EFS y andlisis directo.

Al comparar los perfiles espectrales obtenidos con andlisis directo y EFS se observo
gue hay cinco metabolitos en comun en ambos métodos: alcohol isoamilico, alcohol
fenetilico, acido cafeico, epicatequina y acido galico. Los alcoholes isoamilico y
fenetilico son de los alcoholes mayoritarios del vino por lo que sus sefiales se
observan bien tanto en EFS como en andlisis directo, en cuanto al acido caféico se
encuentra casi a nivel de ruido en el primero y se concentra en el segundo; la

epicatequina esta a nivel de ruido en ambos.
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6. Conclusién

Se obtuvo el perfil espectroscopico de *H RMN de muestras de vino con diferentes
procedimientos de preparacion de muestra; teniendo como resultado que el analisis
directo nos da un perfil general de los compuestos mayoritarios del vino mientras

que la EFS concentra los compuestos aromaticos y alcoholes superiores.

e Con el método de analisis directo la manipulacién de la muestra es minima y se

obtuvo un perfil espectral en donde se lograron identificar 28 metabolitos.

e Con los métodos de pre-concentracion liofilizacion y evaporacion con Nz, en las
condiciones experimentales probadas, se encontraron varias desventajas, como
el que no se elimina en su totalidad el agua y el etanol, sumado a una pérdida,

total o parcial de los metabolitos méas volatiles o poco solubles en agua.

e Con el método de EFS se elimina por completo el agua y el etanol; y se obtuvo
un perfil espectral en donde se lograron identificar 14 metabolitos, de los cuales

cinco se identificaron también por analisis directo.

e El andlisis de los perfiles espectrales obtenidos con ambos métodos permite
observar las principales diferencias entre vinos tintos y blancos. Con el método
de andlisis directo dichas diferencias recaen en las regiones aromaticas (6-8
ppm) y de carbohidratos (3-5 ppm), pues los vinos tintos tienen una mayor
intensidad de sefales en la primera mientras que en los blancos en la segunda.
Por otra parte, con el método de EFS la diferencia de la regién aromatica es aun

mas evidente.
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