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Resumen:

Recientemente nuestro grupo de investigacion ha puesto a punto un protocolo de RMN de protén para la cuantifica-
cion de los acidos malico y lactico en procesos de fermentacion alcohdlica y malolactica sin necesidad de preparacion previa
de la muestra (QHNMR). Nuestro objetivo ahora es la monitorizacion en continuo de estos procesos mediante RMN de proton.
Con este objetivo se han realizado microfermentaciones en tubos de RMN, empleando para ello cantidades inferiores al milili-
tro, con el fin de evaluar la accidn de las levaduras sembradas. Esta monitorizacion en continuo permite la toma de datos cada

dos horas y la realizacion del seguimiento de diversos compuestos en un solo experimento.
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1. INTRODUCCION

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una
técnica espectroscopica basada en las propiedades magné-
ticas de los nucleos y desde 1943 ha estado ligada a los pre-
mios Nobel, tanto de Fisica, como de Quimica y Medicina.
La RMN y en concreto la RMN de protén ("H RMN) permite
la deteccion simulténea de una gran cantidad de componen-
tes organicos o metabolitos presentes en una muestra. La
Unica condicion para su presencia en el espectro es la exis-
tencia en la molécula de protones, algo que la gran mayoria
de los productos de interés poseen [1].

Dentro del campo de la Quimica la RMN ha sido
empleada como una potente herramienta estructural para la
caracterizacion de nuevos compuestos y para el estudio de
las diferentes conformaciones que pueden adoptar las bio-
moléculas en disolucion. Sin embargo, en los Ultimos afios la
técnica esta siendo explorada en campos como el de la Cien-
cia de los Alimentos o en Ciencias de la Salud. Dentro del es-
tudio de los alimentos, la RMN presenta una forma directa de
cuantificar diversos compuestos de una mezcla compleja en
un solo experimento. A esta reciente aplicacion se le deno-
mina como gHNMR [2] (de sus siglas en inglés quantitative
hydrogen nuclear magnetic resonance) y esta siendo la base,
junto con la espectrometria de masas, de la moderna rama
de la ciencia bautizada como metabondmica. Dentro del te-
rreno de las bebidas, y en concreto en la enologia esta siendo
considerable el aumento de publicaciones que relacionan
ambos aspectos, vino y RMN.

De esta forma, se han desarrollado en los Ultimos
afios perfiles metabdlicos sobre frutas, zumos de frutas,
aceite de oliva, café, sidra y también por supuesto sobre
mosto y vino. De todos estos trabajos cabe destacar dos por
su extremada calidad. Uno desarrollado por el profesor Jens
Duus, de los laboratorios Carlsberg de Dinamarca, en el que
se aborda la cuantificacion de aminoacidos y acidos organi-
cos en la cerveza. Por otro lado, en un reciente estudio, el
famoso endlogo francés Jean-Pierre Gaudillere (Director de

Investigacion del Instituto Nacional de Investigacion Agricola,
INRA de Burdeos) en colaboracién con cientificos expertos
en RMN han desarrollado esta metodologia sobre vinos de
Burdeos [3].

En nuestro grupo de investigacién estamos desarro-
llado un proyecto en el que se ha puesto a punto la metodolo-
gia para la obtencién de informacion cuantitativa mediante 'H
RMN de muestras procedentes de diferentes bodegas [4].
Para la comprobacion del buen funcionamiento del método
decidimos, en un primer lugar, realizar la cuantificacién de
alguin compuesto de facil medicion por otra técnica. Escogi-
mos, por su importancia en la elaboracion del vino, el segui-
miento de los acidos malico y lactico. De esta forma hemos
analizado la evolucion de diversos vinos desde su entrada en
bodega hasta la finalizacion de la fermentacion alcohdlica y
posteriormente la fermentacion malolactica (Fig. 1).

Con los buenos resultados obtenidos decidimos
abordar la cuantificacién de diversos componentes en fer-
mentaciones realizadas en el propio tubo de RMN. Aborda-
mos en este trabajo un primer estudio exploratorio realizando
una microfermentacién alcohélica a temperatura controlada y
con toma de datos de forma continua.

2. MATERIAL Y METODOS

La uva procede de la finca Vista Hermosa del tér-
mino municipal de Tudelilla y corresponde a una variedad
garnacha de 20 afios. El mosto fue obtenido tras un despali-
llado total con doce horas de maceracion y un posterior san-
grado. Una vez decantado el mosto fue inoculado con
levaduras (Saccharomyces cerevisiae, Uvaferm BC®, 40 mg
en 60 mL) y se cogieron 0.45 mL de mosto a los que se les
afiadio 0.05 mL de D90 (relacion HoO/D70 9:1). La muestra
fue introducida en un tubo de RMN cerrandolo con un tapén
perforado con la finalidad de permitir la salida de CO».

Los experimentos fueron realizados en un espec-
trémetro Bruker Avance equipado con una sonda de detec-
cion inversa de 5-mm con gradientes en Z (BBI H-BB Z-GRD)
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Fig. 1. Evolucion de los acidos malico y lactico medidos por
1H RMN y su comparacion con los datos obtenidos me-
diante medidas enzimaticas
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y con unidad de temperatura variable. La adquisicion de los
espectros fue realizada con el programa TOPSPIN (versién
1.3) y el procesado de los mismos se realizo con el programa
MestRe-C (version 4.9.9.9)

Los espectros de 'H RMN se realizaron directa-
mente sobre la muestra de vino con la preparacién comen-
tada anteriormente utilizando un programa de pulsos de
presaturacion de agua (zgpr, pl19 a 60 dB y un angulo de 90°)
a la temperatura constante de 299 K. Se realizaron 30 expe-
rimentos de forma continua con una duracion de cada expe-
rimento de 2 h y 30 min empleando el programa auxiliar de
Bruker multizg. La anchura espectral fue fijada en 10 ppm y
los datos recogidos en 64 K después de 128 scans mas 4
scans previos. El retardo entre pulsos (d1) fue de 60 segun-
dos con el fin de entrar en el intervalo de 5xT1 para todos los
protones tal y como sugiere la literatura especifica. El pulso
de 90 fue convenientemente calibrado en 6.9 T's con un nivel
de potencia de -1 dB. Los experimentos fueron llevados a
cabo con las herramientas ATM (tuning y matching automa-
tico) y GRADSHIM.

3. RESULTADOS

Conforme se realizaron los experimentos se fueron
monitorizando para comprobar la evolucion de la fermenta-

Fig. 2. Seguimiento de la fermentacion alcohdlica en un tubo de RMN
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Fig. 4. Evolucién de los aminoacidos alanina y prolina y del acido succinico (grafica A)
y de los aminoécidos arginina y GABA (gréfica B)
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cién alcohdlica. En la Fig. 2 se muestra siete espectros de 'H
RMN, desde las 2 horas y media hasta las 75 horas, obser-
vando claramente la evolucion de las sefiales de etanol y la
disminucién de las sefales correspondiente a los azucares.

Los espectros una vez registrados fueron escrupu-
losamente tratados siguiendo el protocolo previamente des-
crito [4] para aumentar la eficacia de la cuantificacion. Se
realizé la transformada de Fourier aplicando una funcién de
ventana exponencial con un nimero de puntos en la parte
real de 64K. La correccion de fase se realizé de forma manual
y la linea base se ajusto mediante multipuntos.

La cuantificacion se efectué mediante un patrén ex-
terno de concentracion conocida sobre el que se registré un
'H RMN en las mismas condiciones que las utilizadas para el
seguimiento de la fermentacion.

En la Fig. 3 se aportan los datos de la evolucion
para el etanol y el &cido acético (gréfica A) y para los acidos
mélico y lactico (grafica B). Se observa claramente, que dada
las condiciones de fermentacion, la aparicion de gran canti-
dad de acético frena la progresion del etanol. Con los mis-
mos experimentos se pudieron realizar los analisis de otros
componentes como los que aparecen en la Fig. 4. Los ami-
noacidos alanina y prolina y el &cido succinico pudieron ser
cuantificados mientras que para los aminoacidos arginina y
GABA se dan los valores de las integrales absolutas.

4. CONCLUSIONES

Se ha llevado a cabo una microfermentacién en un
tubo de RMN y dentro del espectrémetro, realizando espec-
tros de forma continua para obtener, aplicando el programa
de pulsos adecuado, informacion cuantitativa de la evolucién

de diversos componentes del vino. Se puede realizar un per-
fecto seguimiento cinético de diversos compuestos sin nece-
sidad de recoger ni alterar la muestra. En futuros trabajos se
tratara de controlar el proceso para que la fermentacién al-
cohdlica se realice sin la intervencion de procesos colatera-
les.
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