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INTRODUCCION

El aroma es uno de los criterios mas importantes de calidad de los vinos, de ahi
que se haya realizado una considerable cantidad de investigacion para el desarrollo de
técnicas analiticas para caracterizar los compuestos que forman parte del aroma del vino.
Para el estudio de estos compuestos se suele recurrir a la CG con detectores
fisicoquimicos.

Los compuestos aromaticos del vino se pueden generar en diferentes etapas pero
el grupo mas voluminoso de compuestos volatiles se produce durante la etapa de la
fermentacién alcohdlica (ésteres, alcoholes, aldehidos, lactonas, acidos, compuestos de
azufre, etc). De estos compuestos, los alcoholes y los ésteres son los mas importantes
cuantitativamente. Los volatiles mayoritarios se encuentran en cantidades minimas de
0.5-5.0 mg/l, los minoritarios en concentraciones inferiores.

Los volatiles mayoritarios, entre los que se encuentran el metanol, acetato de etilo
y los alcoholes superiores, se determinan por inyeccion directa de la muestra previa
adicidon de un estandar interno.

El origen de los alcoholes superiores (alcoholes con méas de dos atomos de
carbono, entre los que estan el l-propanol, 1-butanol, 2-butanol, isobutanol y alcoholes
amilicos) en los vinos esta ligado al metabolismo de los aminoéacidos, y su biosintesis
puede tener lugar por dos vias diferentes: a) la via catabdlica a partir de los aminoacidos
presentes en los mostos por descarboxilaciéon después de la reduccidn de los a-cetoacidos
obtenidos por transaminacion (mecanismo de Ehrlich), y b) la via anabdlica de los
aminoéacidos a partir de a-cetoacidos correspondientes a partir de los azUcares (Dupuy el
al., 1967; Ayrapaa, 1971; Parfait y Jouret, 1975; Nykanen, 1986). Las proporciones
relativas atribuidas a estas dos vias son del 25 % y 75 %, respectivamente (Bidan,
1975). La sintesis de alcoholes superiores depende de la cepa de levadura y es funcion
de las concentraciones de nitrégeno aminico y de nitrégeno amoniacal. Para una cantidad
fija de nitrégeno amoniacal, las concentraciones de alcoholes superiores aumentan al
aumentar el contenido en azucares.

La formacion del propanol es mas compleja porque esta ligada al metabolismo
azufrado de las levaduras y asi su concentraciéon esta correlacionada negativamente con
las del &cido sulfhidrico (Guidici y col., 1993; Large, 1996). A veces también puede
formarse a partir del metabolismo de los azlucares (Henschke y Jiranek, 1992). El butanol
proviene esencialmente de vias secundarias del metabolismo de los aminoéacidos (Piendl,
1969). En general, los factores que favorecen el crecimiento celular de las levaduras
estimulan la produccién de alcoholes superiores.
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Se sabe que el contenido de alcoholes superiores en los vinos es un condicionante
de su calidad y depende de las técnicas de elaboracion empleadas (Bertrand A., 1968).
La cantidad media total en el vino es del orden de 400 — 500 mg/Il, que se corresponde
con la cantidad 6ptima para el aroma. Cantidades mas elevadas implican defectos de
aroma (Etievant, 1991; Dubois 1994). En general el olor de estos alcoholes se considera
como desagradable, excepto el del 2-feniletanol (Simpson, 1979).

El metanol o alcohol metilico es téxico, causando ceguera o incluso la muerte por
las dificultades de eliminacion de la sangre, ya que desaparece muy lentamente. Al
ingerir dosis continuadas se alcanzan niveles de metanol téxicos, con tropismo al nervio
optico y al cerebro. De ahi que el metanol sea un producto al que se le ha fijado un
maximo de 500 mg/l en el vino. El metanol no se produce en la fermentacién alcohdlica,
ya que no se encuentra fermentando un mosto artificial. Procede en su mayor parte de la
actividad de la pectinasa que desmetila las pectinas naturales del hollejo y del raspén.

La mayor parte de los ésteres del vino se forman por accién de las levaduras y
bacterias durante la fermentacién del mosto, dependiendo de la especie de levadura, de
la composicion del medio, de la aireacién y particularmente de la temperatura (Killiam y
col, 1979). Los ésteres, en general, presentan olores considerados como agradables,
principalmente afrutados (Ribereau-Gayon, 1978; Etievant, 1991)) a excepcion del
acetato de etilo cuyo olor, aunque no desagradable es mal percibido en el vino a
cantidades superiores a los 200 mg/l (Amerine y Roessler, 1976; Ribereau-Gayon, 1978;
Bertuccioli y col., 1983). Se constata un aumento de la concentracion de acetato de etilo
por fermentaciones en caliente y actividad microbidgica incontrolada.

Las concentraciones consideradas como normales, segun la bibliografia, para
estos compuestos en los vinos tintos son las siguientes: acetato de etilo, 41-180 mg/l;
metanol, 43-320 mg/l; 1-propanol, 11-68 mg/l; 1-butanol, 0,5-2,3 mg/l; isobutanol, 9
148 mg/l y alcoholes amilicos, 67-640 mg/I

El objetivo del presente estudio es la puesta a punto de un método para
determinar los volatiles mayoritarios del vino (acetaldehido, acetato de etilo, metanol y
alcoholes superiores) mediante cromatografia de gases capilar y aplicarlo a la
determinacion de estos compuestos en vinos tintos de las diferentes denominaciones de
origen de las Islas Canarias.

MATERIAL Y METODOS

nstrumental. Para realizar el estudio se ha utilizado un cromatégrafo de gases Varian
3400 equipado con un muestreador automatico Varian 8200 standalone, inyector split-
splitless Varian 1075, columna SGL-20 y detector de ionizacién de llama.

I

Reactivos. Todos los productos quimicos utilizados son de calidad analitica de la casa
Fluka. Como patrones se usaron acetato de etilo, metanol, Xpropanol, Xbutanol, 2
butanol, isobutanol, alcoholes amilicos y 4- metil-2-pentanol como estandar interno.
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Como control de calidad se utiliz6 un vino de referencia con las siguientes
cantidades certificadas:

MATERIAL DE REFERENCIA
Compuesto Certificado (mg/l)
M etanol 100

2-butanal 20

1-propanol 50

| sobutanol 50

Butanol 30

Amilicos 200

Columna capilar. La columna utilizada ha sido una SGL-20 que posee una fase
estacionaria polietilenglicol, con una longitud de 30m, 0,25 de diametro interno, y 0,25
nm de espesor.

Condiciones cromatograficas. La inyeccion se realiz6 en modo split con una relaciéon de
split 1:60 y a una temperatura de 250 °C. El programa de temperatura de columna
consta de una isoterma inicial de 50°C durante 5 minutos y una rampa de 10°C/min
hasta una temperatura final de 100°C. A continuacién se inicia una nueva rampa de
temperaturas a 30°C/min hasta 220 °C para eluir otros compuestos presentes en las
muestras. El detector se mantiene a 300°C durante todo el analisis. Una representacion
gréafica de las condiciones cromatograficas se recoge en la siguiente figura.
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A las muestras de vino a analizar se les intercalaban muestras del vino de
referencia como control de calidad para asegurar un analisis cuantitativo exacto. Todas
los analisis se realizaron por duplicado tomando como resultado la media de los dos
andlisis. Los picos cromatograficos se identificaron comparando los tiempos de retenciéon
con los de los compuestos estandares. El analisis cuantitativo se realizd6 mediante
calibracion interna.

Muestras. Se han analizado un total de 91 vinos tintos embotellados
pertenecientes a la cosecha de 1.999, suministrados por los Consejos Reguladores de
diferentes denominaciones de origen de las Islas Canarias. La distribucion de muestras es
la siguiente: Abona (5); Valle de Giimar (9); Valle de La Orotava (11); Tacoronte-
Acentejo (18); Ycoden-Daute-lIsora (11); Lanzarote (22); Monte Lentiscal (6) y Vinos de
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la Tierra de Gran Canaria (9). Las muestras se inyectan sin ningun tipo de tratamiento
previo excepto la adicién de un patrén interno (4-metil-2-pentanol).

RESULTADOSY DISCUSION DE RESULTADOS

En la figura 1 se muestra el cromatograma correspondiente a una muestra de vino
tinto y en él puede apreciarse que la separaciéon de todos los compuestos es buena
excepto la de los alcoholes amilicos que solo salen parcialmente resueltos. Este
solapamiento no presenta mayor inconveniente dado que la gran mayoria de los métodos
aplicados suelen cuantificar la mezcla conjunta de estos dos compuestos, ya que los
mismos no tienen diferentes propiedades quimicas o sensoriales. El orden de elucién de
los compuestos estudiados es el siguiente: acetato de etilo, metanol, 1-propanol,
Isobutanol, 4 metil-2-pentanol (estandar interno), 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol.
No se encontraron problemas con la estabilidad de la linea base en ningdn
cromatograma.

>
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Figura 1. Cromatograma de una muestra de vino tinto.

Para la aplicacion de este método se prepararon las correspondientes curvas de
calibrado para cada uno de los compuestos utilizando el método del patrén interno. Las
ecuaciones resultantes de dicho calibrado se muestran a continuacion.
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Parametros basicos del cdibrado

Acetatodeetilo 0.9971 y=6.48e-3x-5.28e-3
Metanol 0.9974 y=7.14e-3x-1.56e-2
2-butanal 0.9983 y=122e-2x-421e-3
1-propanal 0.9987 y=116e-2x-5.91e-3
Amilicos 0.9996 y=1.33e-2x+1.23e-2
Butanal 0.9957 y=131e-2x-235e-4

| sobutanol 0.9993 y=131e-2x+3.40e-4

Todos los calibrados presentan coeficientes de correlacion superioresa 0.9950.

Para validar el método analitico se ha utilizado un material de referencia que tiene
certificado los alcoholes superiores y el metanol. En la tabla 1 se recogen los valores
certificados del material de referencia y las cantidades obtenidas por nosotros aplicando
el método puesto a punto. Como puede observarse en dicha tabla los valores
determinados coinciden con los certificados quedando, por tanto, validado el método
puesto a punto en nuestro laboratorio.

Compuesto Valor certificado Vaor halado
Metanal 100+5 104+5
2-butanol 201 19+1
1-propanadl 50+25 49+2
I sobutanol 50+2,5 50+2
Butanol 30+1,5 201
Amilicos 200+10 2007

Tablal. Valorescertificadosdel material dereferencia
y valores deter minados por  método puesto a punto por nosotros (mg/l).

Comprobada la validez del método puesto a punto se pasé a aplicarlo a las
muestras de vino tinto de las diferentes denominaciones de origen.

En las tablas 2, 3 y 4 se presentan los resultados obtenidos. Asi la tabla 2 recoge
el valor medio, desviacibn estandar, valor minimo y valor maximo para las muestras
procedentes de las diferentes islas, y del conjunto de islas. En las tablas 3 y 4 se recogen
los mismos parametros para las diferentes denominaciones de origen de Tenerife y de
Gran Canaria, respectivamente.

En general los resultados obtenidos pueden considerarse como normales al ser
concordantes con los descritos en la bibliografia para vinos tintos.

Si analizamos los resultados obtenidos por islas (Tabla 2) se observa que los vinos
de Lanzarote tienen un contenido medio mas alto en acetato de etilo y un menor
contenido en metanol y en alcoholes superiores. También se observa que los vinos de
Tenerife tienen un contenido medio ligeramente superior en metanol y alcoholes
superiores a los de Gran Canaria.

Analizando los contenidos de estos volatiles en las diferentes denominaciones de
origen de Tenerife (Tabla 3) se observa que los vinos del Valle de La Orotava presentan
un contenido medio en acetato de etilo algo inferior al resto de denominaciones de
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origen. En metanol son los vinos del Valle de Guimar los que presentan un contenido
ligeramente superior y los de Ycoden-Daute-lsora un contenido ligeramente inferior
respecto a las otras denominaciones de origen. En relaciéon con los alcoholes superiores
las mayores cantidades se encuentran en los vinos del Valle de La Orotava.

Por dltimo comparando los datos correspondientes a la isla de Gran Canaria (Tabla
4) se observa que la denominaciones de origen Monte Lentiscal tiene contenidos
ligeramente inferiores en acetato de etilo y en metanol, y ligeramente superiores en
alcoholes superiores a los vinos de la tierra de Gran Canaria. También se observa que
estos ultimos tienen un rango de variacion mas amplio que los primeros, lo cual podemos
considerar como normal dadas las diferencias de ambito geografico de cada una de las
denominaciones.
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Tabla 2.- Parametros estadisticos por idas (mg/l).

M etanol A"e“?‘to AlCO,h.OIS 1-butanol Isobutanol 1-propanadl AIcohoI&
deetilo Amilicos superiores
Idade Tenerife
Media 181,0 62,9 280,3 1,52 58,1 315 3715
Desv. est. 30,6 21,3 57,1 1,18 13,6 12,1 59,2
Minimo 112,0 37,9 183,5 0,00 33,1 12,1 257,9
Maximo 2394 1576 442.6 8,65 104,7 65,2 538,0
|da deLanzarote
Media 135,2 82,2 202,2 1,11 44,1 31,4 278,8
Desv. est. 55,3 22,8 61,0 1,19 18,0 14,3 74,3
Minimo 55,9 47,6 130,7 0,00 20,2 16,6 184,3
Maximo 2477 1438 376,0 531 92,5 72,4 485,1
IdadeGran Canaria
Media 151,2 64,2 253,6 1,69 59,5 25,9 340,9
Desv. est. 40,5 23,2 72,4 1,01 19,3 9,1 78,6
Minimo 79,4 37,5 158,7 0,00 33,5 11,1 250,4
Maximo 2244 1249 426,6 4,28 102,2 41,6 512,6
Todaslasidas conjuntamente
Media 166,3 68,0 262,9 1,57 56,3 29,7 350,6
Desv. est. 38,8 22,7 64,1 1,05 15,8 12,7 69,9
Minimo 74,0 37,8 132,2 0,70 27,1 11,1 2045

Maximo 2477 1575 442.,6 8,65 104,6 72,3 537,9
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Tabla 3.- Parametr os estadisticos por denominaciones
deorigen en laidade Tenerife (mg/l).

M etanol 'g‘ge;t?i[g 'ngnglois 1-butanol Isobutanol 1-propandl nggnglrz
Abona
Media 175,1 63,5 242,0 1,29 53,0 42,5 338,8
Desv. est. 34,3 12,9 61,4 0,16 11,2 13,4 60,1
Minimo 141,2 50,0 183,5 1,04 41,1 25,8 277,3
Maximo 232,2 77,3 336,8 1,45 68,5 62,4 432,5
Valle de Guimar
Media 206,2 63,5 253,3 0,94 63,8 30,0 348,0
Desv. est. 23,3 30,2 48,4 0,45 18,1 47 62,0
Minimo 1795 439 190,7 0,00 52,1 21,6 267,7
Maximo 2394 136,1 3329 1,52 104,7 35,2 463,0
Valledela Orotava
Media 184,6 55,5 326,5 1,53 55,8 30,7 414,6
Desv. est. 26,5 10,1 53,9 0,72 6,8 12,4 57,9
Minimo 145,3 37,9 264,0 0,00 44.6 19,2 347,3
Maximo 222,3 73,0 4426 2,87 64,9 57,6 538,0
Tacoronte-Acentg o
Media 181,2 67,5 290,5 1,95 61,7 25,7 379,9
Desv. est. 32,3 25,2 45,3 1,73 13,9 8,2 51,1
Minimo 1120 43,2 228,8 0,84 35,2 12,1 302,7
Maximo 2341 157,6 374,2 8,65 93,4 46,1 463,2
| coden-Daute-lsora
Media 161,4 62,0 254.6 1,34 52,6 38,0 346,5
Desv. est. 24,2 19,6 52,8 0,93 14,5 15,3 49,3
Minimo 137,8 425 195,8 0,00 33,1 22,4 257,9

Maximo 2012 1154 351,4 344 84,3 65,2 431,5
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Tabla 4.- Par ametr os estadisticos
por denominacionesde origen en laida de Gran Canaria (mg/l).

Metanol Acetato AlCQhOI&S 1-butanol |sobutanol 1-propanol AIcohpIes
deetilo amilicos superiores
Montedel Lentiscal
Media 136,2 61,0 272,5 1,17 65,0 19,1 357,7
Desv.est. 414 17,5 49,6 0,65 18,5 4,1 59,9
Minimo 79,5 37,5 217,6 0,00 48,9 11,1 301,1
Maximo 1740 851 343,5 1,84 98,6 21,9 461,8
Gran Canaria

Media 161,3 66,3 241,1 2,04 56,0 30,5 329,7
Desv.est. 39,1 27,1 84,9 1,10 20,2 8,8 90,7
Minimo 83,0 37,8 158,7 0,84 33,6 14,1 250,4
Maximo 2245 1249 426,7 4,28 102,3 41,7 512,6

Tabla 5.- Resumen de los par ametros estadisticos del conjunto de muestras.

Metanol Acetqto Alcqhola 1-butanol |sobutanol 1-propanol AIcohpIes

deetilo amilicos superiores
Media 166,3 68,0 262,9 1,57 56,3 29,7 350,6
Desv.est. 388 22,7 64,1 1,05 15,8 12,7 69,9
Minimo 74,0 37,8 132,2 0,70 27,1 11,1 204,5
Méximo  247,7 1575 4426 8,65 104,6 72,3 537,9
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