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Se trata de una de las bebidas de mayorimportancia alo largo de la historia y posee una
gran importancia econémica en los paises de la cuenca mediterrdnea. Actualmente,
Espafa ocupa el tercer lugar entre los grandes productores de vino, produciendo
principalmente vinos tintos de alto grado alcohélico y con muchos pigmentos (Vogt, 1986).

E lvino es la bebida que se obtiene de la fermentacidn alcohélica del zumo de uva fresca.

Entre las caracteristicas mds importantes del vino se encuentran el flavor y el color. Se
denomina flavor a la combinacién de aroma (sustancias voldtiles percibidas por la nariz) y
sabor (sustancias no volatiles percibidas por la lengua), y procede de la uva empleada y del
tratamientoy la fermentacién del mosto. Por otro lado, el color del vino viene determinado
por la variedad de uvay el proceso de vinificacién (Clarke, 2010).

Entre los compuestos que afectan al flavor del vino se encuentran los compuestos
dicarbonilicos, de los cuales glioxal y metilglioxal son los representantes mas pequenos.
Se trata de intermediarios de la reaccion de Maillard muy reactivos que se detectan en
los alimentos fermentados debido a la actividad microbiana (Barros, Rodrigues, Almeida y
Oliva-Teles, 1999). Al reaccionar con diferentes aminoacidos pueden dar lugar a diferentes
notas olfativas. Metilglioxal reacciona con cisteina para dar lugar a olores que aumentan
la complejidad del vino (palomitas, nueces, tostado y asado), mientras que la reaccién con
glioxal genera olor a huevos podridos. Glioxal también reacciona con otros aminodcidos
dando lugar a notas afrutadas (isoleucina), florales (Fenilalanina), amilicas (leucina) u olor a
queso (valina) (Pripis-Nicolau, De Revel, Bertrand y Maujean, 2000).

Con la premisa de encontrar una nueva metodologia para la deteccidén y cuantificacién
de estos compuestos en el vino, se realizé una revisién bibliografica. Se comprobd que
la mayoria de los derivatizantes empleados poseian dos grupos aminos contiguos en su
molécula. Asi se seleccionaron 2,3-diaminopiridina (2,3-DAP) y 3,4-diaminopiridina (3,4-
DAP) como posibles derivatizantes.

Se estudiaron sus caracteristicas fluorescentes, asi como su estabilidad y cémo les influia
el pH. Después, se comprobo su reactividad con el glioxal, comprobdndose que 2,3-DAP
producia quenching (disminucién de la fluorescencia), mientras que 3,4-DAP aumentaba
la intensidad de fluorescencia a pH acidos, por lo que se eligié este Gltimo para futuros
estudios.

Unavezdecidido el derivatizante a emplear, se optimizaron todos los parametros quimicos e
instrumentales de la reaccién de derivatizacién. Finalmente, el método que se propuso fue:
en matraces de 25 mL se afladen concentraciones de glioxal/metilglioxal y derivatizante en
relacién 1a3 (enunidadesde mg/L), asicomo 2 mL de disolucion reguladorade pH 2 (tampdn
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acido cloroacético/cloroacetato de sodio de concentracién 0,3 M). Estas disoluciones se
introducen en un bafo a 90°C durante 120 minutos, tras los cuales se para la reaccién
en bafo de hielo. Los matraces son enrasados con agua MilliQ y se mide la intensidad de
fluorescencia entre 300 y 500 nm, excitando a 307 nm. El método desarrollado posee una
buena linealidad y precision y un bajo limite de deteccién.

Tras optimizar la reaccién de derivatizacién se pasaron a optimizar los parametros de la
separacion cromatografica. Se empled una fase estacionaria C18 para trabajar en fase
reversa. La fase movil elegida fue un tampdn acido acético/acetato de sodio (60 mM, pH 5.5).
El caudal elegido fue de 0,65 mL/min. En estas condiciones se obtiene un cromatograma
como el que aparece en la Figura 1, en el cual los derivados de los compuestos dicarbonilicos
poseen una resolucion mayor que 2.

Una vez establecidas las condiciones quimicas e instrumentales 6ptimas, se procedid al
establecimiento de las rectas de calibrado, utilizando como sefal analitica drea y altura de
pico. Se ensayaron varias formas de medir la altura y el drea de pico: modo automatico, a
linea base y valle a valle, y se compararon los pardmetros de calidad de las rectas obtenidas.
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Figura 1. Cromatograma obtenido para los derivados en las condiciones 6ptimas.

Se observaron mejores caracteristicas de linealidad y limites de deteccién en las rectas al
medir a linea base. Ademas, la sensibilidad analitica era mayor cuando se empleaba la altura
en vez del drea como sefial analitica, por lo que se eligié dicho pardmetro.

Una vez desarrollado el método, se procedié a aplicarlo a muestras reales, estudiando las
concentraciones de glioxal y metilglioxal en 16 vinos monovarietales de la D.O. “Ribera
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del Guadiana”, procedentes de distintas uvas y comarcas, y con cosechas entre los afios
2006 y 2013, asi como dos vinos experimentales cedidos por los alumnos del Grado de
Enologia de la UEX.

En primer lugar, para comprobar si el andlisis era posible sin necesidad de realizar un
tratamiento previo a las muestras de vino, se prepararon disoluciones por duplicado que
contenian 1 mL de vino y 2 mL de disolucién reguladora, asi como 1 mg/L de 3,4-DAP en
una de las réplicas, para comparar el vino antes y después de derivatizar. Se observé que se
derivatizaban muchos compuestos ademas de los analitos de interés, pero los picos de los
dos analitos en estudio no tenian interferencias.

Dado que elvino es una muestra de composicién compleja, en la que no se conoce la cantidad
existente de cada analito de interés ni se pueden separar del resto de componentes, se
decidié emplear el método de adicién patrén, que consiste en la adicién de cantidades
conocidas de disolucién patrén a volimenes iguales de la muestra a analizar. De esta forma
se construye una recta de calibrado que, por extrapolacién, da el contenido de los analitos
en estudio en la muestra.

Para el establecimiento de las rectas de calibrado por adicién patrén se procedié a tomar un
volumen comprendido entre 0,5y 1 mL de vino. Se afadieron 2 mL de disolucién reguladora,
concentraciones variables de patrén comprendidas entre 0,025y 0,100 mg/L de glioxal y
metilglioxal y 1 mg/L de 3,4-DAP. A las disoluciones asf preparadas se les aplicé el método
optimizado anteriormente y se obtuvieron las rectas de calibrado.

Excluyendo los valores obtenidos para los vinos experimentales, la concentracion de glioxal
oscila entre 0,1 -1,0 mg/L en vinos blancos y entre 0,8 — 3 mg/L en tintos. La concentracién
de metilglioxal, por su parte, oscila entre 0,28 — 1,3 mg/L en blancos y entre 0,5 - 1,8 mg/L
en tintos. Las concentraciones de ambos analitos aumentan en vinos tintos, lo cual estd de
acuerdo con la bibliografia.

Este trabajo ha sido publicado en la revista Food Chemistry (Rodriguez-Céceres, Palomino-
Vasco, Mora-Diez y Acedo-Valenzuela, 2015).
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