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RESUMEN

En los últimos años, el uso de la espectroscopia de resonancia magné-
tica nuclear (RMN) ha aumentado paulatinamente en la ciencia de los ali-
mentos y más recientemente, el estudio metabonómico y/o metabolómico
por RMN ha surgido como un campo de gran importancia. La espectrosco-
pia de RMN tiene varias ventajas: la técnica no es destructiva, es rápida y no
requiere apenas tratamiento previo de la muestra. Además, la RMN aporta
detalles analíticos sobre una matriz biológica sin modificar. Con estas venta-
jas, el uso de la RMN en la investigación del vino surge como una herra-
mienta esencial para aumentar la calidad de los vinos. En este artículo, se
muestran las posibilidades de esta técnica para monitorizar la evolución de
varios metabolitos en el vino de diversas zonas de producción de la
Denominación de Origen Calificada Rioja.

Palabras clave: RMN, vino, metabonómica.

In the last years, nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy has
been progressively used in food science and recently, NMR based metabono-
mic or/and metabolomic studies have appeared as fields of great importan-
ce. NMR spectroscopy has several advantages because the technique is non
destructive, fast and requires, in most cases, a limited sample preparation.
On the other hand, NMR technique provides detailed analytical profiles from
the intact biological matrix. In this context, the use of NMR in wine research
emerges as an essential tool in order to increase the quality of the wines. In
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this paper, we show the possibilities of this technique in order to monitoring
several metabolites in wine from diverse areas of the Denominación de
Origen Calificada Rioja.

Key words: NMR, wine, metabonomics.

INTRODUCCIÓN

La investigación en el mundo del vino está sufriendo en los últimos 10
años un espectacular auge, incrementándose al doble el número de artícu-
los científicos referidos a este campo. Tanto en el terreno de la viticultura
como en el de la enología los esfuerzos se encaminan a obtener un vino de
calidad, para lo cual comprender los procesos involucrados en su produc-
ción se hace imprescindible.

El empleo de nuevas tecnologías y nuevo instrumental de contrastada
solvencia en otras disciplinas científicas abre grandes posibilidades para el
estudio de los procesos enológicos. En este punto, la Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) está empezando a introducirse de forma gradual y con enor-
me éxito en la vitivinicultura (Pereira et al., 2007). Durante años, la RMN ha
sido utilizada para la determinación estructural de compuestos en disolución,
destacando la elucidación estructural de multitud de proteínas, investigacio-
nes que fueron premiadas con el Nobel de Química de 2002. Asimismo, se
trata de la misma técnica que se emplea en Medicina en los análisis de
Resonancia Magnética.

Más allá de utilizar esta herramienta para discriminar posibles adultera-
ciones, la RMN está siendo empleada en la determinación geográfica de
variedades de uva y de las levaduras o bacterias usadas en la elaboración de
vino (Son et al., 2009). Dentro de estas nuevas aplicaciones, la metabolómi-
ca –descripción analítica de muestras biológicas complejas con el fin de
caracterizar y cuantificar el número máximo de moléculas pequeñas (meta-
bolitos)– debería constituir uno de los avances más rigurosos dentro del
terreno de la vitivinicultura. La RMN permite, en un solo experimento, acce-
der a la información sobre multitud de compuestos.

La RMN es una técnica espectroscópica basada en las propiedades
magnéticas de los núcleos. Tradicionalmente esta técnica ha sido utilizada
en el mundo de la síntesis tanto orgánica como inorgánica para la elucida-
ción de estructuras de compuestos en disolución. Pero con los avances
informáticos y los imanes de alto campo alcanzados en los últimos años, la
técnica ha ampliado su aplicación al análisis cuantitativo de los compuestos.

En numerosos trabajos esta técnica a nivel cuantitativo fue validada
frente a otras de fiabilidad conocida como el HPLC. Pauli y sus colaborado-
res bautizaron a la técnica como qHNMR (proton-specific quantitative NMR)
y mediante esta serie de trabajos demostraron el enorme potencial de esta
técnica, no sólo en la identificación de compuestos sino también en la cuan-
tificación de los mismos (Pauli et al., 2005).
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Con estos antecedentes y viendo sus posibilidades, era de esperar que
se aplicara la técnica en el mundo de los alimentos y se comenzaran a regis-
trar espectros de éstos (Cordella et al., 2002) y de productos agrícolas (Di-
xon et al., 2006). Así, enseguida aparecieron artículos que analizaban ácidos
orgánicos y aminoácidos en cerveza (Almeida et al., 2006), que cuantifica-
ban el ácido clorogénico (Berregi et al., 2003), la (-)-epicatequina (Berregi et
al., 2003), el ácido fórmico en sidra (Berregi et al., 2007), el ácido málico y
cítrico en zumos de fruta (Del Campo et al., 2006) y los principales ácidos
orgánicos en vinagres (Caligiani et al., 2007). En los últimos años se han
realizado interesantes trabajos en el mundo de la enología tanto en uvas
(Gaudillere et al., 2005) como en vino (Košir et al., 2001).

Mediante los espectrómetros de RMN son muchos los núcleos que se
pueden estudiar pero este trabajo se ha centrado en el estudio del protón,
por el interés de realizar, no sólo un control cualitativo de las muestras de
vino, sino también cuantitativo y por lo tanto emplear la técnica qHNMR.

En este contexto, nuestro grupo de investigación ha desarrollado y
puesto a punto un método para la cuantificación de diversos metabolitos
durante los procesos de fermentación alcohólica y maloláctica mediante
RMN de protón (1H RMN). Entre los puntos fuertes de esta metodología se
encuentran la poca muestra necesaria para la realización del experimento y
la escasa manipulación previa de la misma. Además se trata de un análisis no
invasivo con el vino, no modificando su equilibrio biológico. De esta forma,
se ha podido analizar la evolución de los ácidos málico y láctico a través de
los procesos de fermentación alcohólica y maloláctica (Avenoza et al., 2006).

Posteriormente se presentó la evolución de diversos metabolitos (etanol,
ácido succínico, ácido acético, ácido málico y ácido láctico) en un estudio rea-
lizado sobre muestras de Bodegas Patrocinio S.C.L. Además, los experimentos
de RMN, una vez adquiridos, pueden volver a analizarse en busca de nuevos
metabolitos de interés, constituyendo al mismo tiempo una extraordinaria
“biblioteca de metabolitos” a la que acudir para estudiar diferentes evoluciones
a lo largo de los años (López-Rituerto et al., 2009). En el presente trabajo, se ha
extendido esta metodología a diferentes zonas de la Denominación de Origen
Calificada Rioja incluyendo Rioja Baja, Rioja Alta y Rioja Alavesa.

1. MATERIALES Y MÉTODOS

1.1. Instrumentación

El equipo empleado fue un espectrómetro Bruker Avance 400 (Figura
1a), equipado con una sonda BBI H-BB Z-GRD, específica para una adecua-
da adquisición de protón. La adquisición del espectro fue llevada a cabo con
el programa XWIN-NMR (versión 3.5). El procesado de los espectros se llevó
a cabo mediante el programa MestRe-C (versión 4.1.7 y 4.9.9.9) y MestReNova
(versión 5.0). Para la obtención de los espectros se ajustó el campo para la
mezcla H2O/D2O y se realizaron todos los experimentos a 25 ºC.
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Como paso previo, es necesario calibrar el pulso de excitación P1,
cuyo valor oscilaba en los experimentos descritos en la presente memoria
entre 6,0 y 7,1 µs empleando una potencia de -1 dB (Wells et al. 2004). A
continuación, el proceso de adquisición es repetido un número de veces
(scan) con el fin de sumar la respuesta que nos ofrece la muestra e incre-
mentar la relación señal/ruido y por tanto la sensibilidad (Figura 1b).

Esta respuesta o FID (Free Induction Decay), se convierte en un espec-
tro de señales en función de su frecuencia, utilizando una operación mate-
mática llamada Transformada de Fourier (FT) (Figura 1b).
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Fig. 1. a) Equipo de RMN empleado. b) Esquema de adquisición y procesado del espectro.

Los espectros de RMN de 1H fueron registrados con una secuencia de
pulsos de presaturación de la señal de agua situada a 1875 Hz usando el
programa de pulsos zgpr con un valor del pulso p19 situado en 60 dB y un
ángulo de 90º. La anchura espectral fue de 10 ppm adquiriendo los datos
con 4 scans previos (dummy scans) y 128 scans de adquisición conforman-
do un tamaño de FID de 64 K. La muestra se preparó en todos los casos con
una proporción 9:1 de H2O/D2O de la forma que se explica más adelante y
se introdujo en un tubo de RMN de 5 mm de diámetro.

La FID fue exportada al programa MestRe-C, programa sobre el que se
realizó el procesado. En primer lugar se realizó la transformada de Fourier
ajustándola con una multiplicación exponencial de 0,01Hz, para obtener
una relación señal/ruido óptima. De acuerdo con la bibliografía, la fase del
espectro se ajustó manualmente utilizando el submenú “Phase Correction”
mientras que la línea de base se ajustó mediante la función “Multipoint
Baseline Correction” (Pauli et al., 2001).Hay que destacar que a partir de un
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solo espectro, y por tanto un solo experimento, se puede acceder a la cuan-
tificación simultánea de todos estos compuestos.

El método empleado para eliminar la señal de agua fue la supresión de
la señal mediante el programa específico que se ha comentado anterior-
mente, simplificando así los tratamientos previos sobre cada muestra, redu-
ciéndose a dos:

1. ajuste del pH a 3 con una disolución de HCl 1M,

2. adición de agua deuterada (D2O), tomando 450 µL de mosto/vino y
50 µL de D2O.

Para calibrar el desplazamiento químico, la sal sódica del ácido 2,2,3,3-
d4-(trimetilsilil)propanoico (TSP) se disuelve en el D2O. Cada muestra se
introduce en un tubo de RMN de 5 mm de diámetro.

El método de cuantificación empleado fue el estándar externo validado
en estudios previos, (Avenoza et al., 2006); (López-Rituerto et al., 2009), uti-
lizando el ácido succínico como patrón externo. Usando el mismo procedi-
miento comentado anteriormente se obtuvo una constante que relacionaba
el área de cada compuesto con la señal de ácido succínico (Tabla 1),
mediante la siguiente ecuación:

k = APE/AA × CA/CPE × NA/NPE

donde APE es la integral absoluta del patrón externo (ácido succínico), AA es
la integral absoluta del analito a determinar, CA es la concentración del ana-
lito, CPE es la concentración del patrón externo, NA es el número de protones
para la señal del analito y NPE es el número de protones para el patrón exter-
no (ácido succínico 4H). Se realizaron 3 experimentos con el fin de evaluar
la reproducibilidad de las constantes calculadas, de manera que los valores y
desviaciones estándar obtenidos para cada compuesto fueron los siguientes:
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Etanol Etanol Ácido Ácido Ácido Ácido Prolina Alanina
satélite acético málico láctico succínico

k1 0,911 1,05 0,934 0,978 0,969 0,952 0,966 1,07

σσ 0,019 0,10 0,091 0,028 0,033 0,051 0,018 0,13

TABLA 1.

TABLA RESUMEN DE LAS CONSTANTES QUE RELACIONAN

CADA COMPUESTO CON EL ÁCIDO SUCCÍNICO

1.2. Muestras

Las muestras estudiadas en el trabajo de puesta a punto de la técnica
fueron mostos y vinos de Bodegas Patrocinio S.C.L., perteneciente a la
Denominación de Origen Calificada Rioja, de la vendimia del 2006. La uva,
de variedad Tempranillo, fue vendimiada en el momento óptimo de madu-
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ración (223 g/L de glucosa+fructosa; 4,17 g/L de acidez total expresada en
H2SO4; pH de 3,47) y vinificada de modo tradicional, con un despalillado
total y un estrujado parcial y encubada en depósitos de acero inoxidable de
500 HL. La uva fue tratada con SO2 gas y se inoculó con levaduras secas
activas para inducir la fermentación alcohólica.

Finalizada la fermantación alcoholica, el deposito se descubó y se mez-
cló con otro de características similares (230 g/L de glucosa-fructosa, 4,21
g/L de acidez total expresada en H2SO4, pH de 3,56). A partir de que
comenzara el proceso de fermentación, se tomaron 25 mL de mosto/vino en
diferentes momentos del proceso de vinificación y fueron congeladas hasta
el momento de realizar el análisis.

Por otro lado, se decidió abordar un estudio en profundidad que recogie-
ra zonas representativas de la Denominación de Origen Calificada Rioja
(D.O.Ca. Rioja). El reglamento reconoce la existencia de tres subzonas con
características vitivinícolas diferenciadas: Rioja Alavesa, influenciada por el
clima atlántico; Rioja Alta también por el clima atlántico y Rioja Baja que posee
un clima más seco y cálido debido a la influencia mediterránea. Se recogieron
muestras de las tres subzonas correspondientes a bodegas localizadas en Haro,
Navarrete, San Asensio, Arenzana de Abajo, Arnedo, Aldeanueva de Ebro,
Alcanadre y Labastida tal y como se indica en la Figura 2.
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Fig. 2. Zonas muestreadas en la D.O.Ca. Rioja.

Basándose en las diferencias marcadas por la denominación de origen,
este estudio se ha centrado en seguir la evolución de vinos de las diferentes
subzonas mediante la técnica de RMN de 1H cuantitativa, puesta a punto por
nuestro grupo de investigación y comentado anteriormente.
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Los compuestos estudiados en todas las subzonas fueron: etanol, ácido
acético, ácido succínico, ácido málico y ácido láctico (Figura 3). En la Figura
4, se puede ver un espectro de RMN de protón de una muestra de vino en
la que se remarcan las señales correspondientes a los compuestos a estu-
diar. Para desarrollar la qHNMR es esencial la selección apropiada de los
parámetros de procesado de los espectros, además de optimizar la integra-
ción de los señales. La zona del espectro en la cual se procedió a la correc-
ción de la línea de base de un modo más exhaustivo durante el procesado
fue el intervalo de 0,8 a 3,2 ppm (Figura 4).
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Fig. 3. Estructuras de los compuestos a analizar, identificando en cada uno de ellos los proto-
nes integrados en un espectro de RMN de 1H (400 MHz).

Las señales empleadas en la cuantificación fueron: para el etanol, un
grupo metilo (triplete, 3J=7,2 Hz, 3H a 1,18 ppm); para el ácido láctico un
grupo metilo (doblete, 3J=6,9 Hz, 3H a 1,40 ppm); para el ácido acético un
grupo metilo (singlete, 3H a 2,06 ppm); para el ácido succínico dos grupos
metilenos (singlete, 4H a 2,65 ppm) y para el ácido málico un protón dias-
tereotópico (doblete de dobletes 3J=8,0 Hz, 2J=16,4 Hz, 1H a 2,83 ppm).

Para realizar los experimentos, en cada bodega se recogieron 20 mL de
mosto/vino en diferentes momentos de la elaboración del vino:

1. antes de comenzar la fermentación alcohólica

2. al final de la fermentación alcohólica

3. al comienzo de la fermentación maloláctica

4. a mitad de la fermentación maloláctica

5. al final de la fermentación maloláctica.
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Fig. 4. Espectro de RMN de protón (400 MHz) de mosto/vino a pH=3, desatacando las señales
correspondientes a los compuestos del vino analizados.

}
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2. RESULTADOS

2.1. Bodegas Patrocinio SCL. Uruñuela

2.1.1. EVOLUCIÓN DEL GRADO ALCOHÓLICO (V/V)

El componente más abundante del vino después del agua es el etanol por
eso, a la hora de estudiar la evolución de la fermentación alcohólica, el punto
de partida de este trabajo fue el seguimiento de etanol. Las muestras se anali-
zarón mediante diferentes métodos con el fin de contrastar los resultados.

Los análisis empleados fueron la técnica de RMN de protón y la técnica
de infrarrojo (Foss WineScanTM FT 120) empleada por la bodega. En algunos
vinos se puso en práctica un nuevo método de RMN específico para la deter-
minación del grado alcohólico, denominado método directo en la figura 5.
Este método permite calcular el grado de un vino en apenas 5 minutos (tiem-
po de adquisición y de análisis), un tiempo bastante bajo si lo comparamos
no sólo con técnicas más modernas, sino también con métodos oficiales de
la OIV o métodos oficiosos utilizados más habitualmente en las bodegas.
Este método, quizás por su rapidez, puede considerarse en la actualidad
como la técnica más rápida y efectiva de obtener el grado de un vino.
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Fig. 5. Evolución del etanol, expresado en grado alcohólico (% v/v), medido mediante resonancia
magnética nuclear y técnicas de infrarrojo realizadas por la bodega (Foss WineScanTM FT 120).

Para todos los casos, los resultados obtenidos por las diferentes técni-
cas fueron bastantes similares, describiendo una cinética típica de la fer-
mentación alcohólica.

2.1.2. EVOLUCIÓN DE LOS ÁCIDOS ORGÁNICOS

El ácido succínico se forma al inicio de la fermentación alcohólica
durante la respiración de las levaduras en el ciclo de Krebs (Ribéreau-Gayon
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et al., 2006), por esta razón habitualmente es usado como marcador de la ci-
nética de la fermentación alcohólica. Desde el comienzo de la fermentación
empieza a aumentar su contenido en el vino, alcanzando el valor máximo al
finalizar la fermentación alcohólica, llegando a valores próximos a 1 g/L.

El contenido de ácido succínico en un vino está relacionado con el
contenido de etanol a través de la actividad de las levaduras. Después,
durante la fermentación maloláctica y durante la conservación del vino, la
concentración se mantiene más o menos constante (Figura 6).
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Fig. 6. Evolución de los ácidos succínico y acético medidos mediante RMN y del ácido acético
medido por la bodega mediante técnicas de infrarrojo (Foss WineScanTM FT 120).

Uno de los ácidos orgánicos más estudiados debido a su repercusión
en la calidad de los vinos es el ácido acético, compuesto mayoritario de la
denominada acidez volátil. Este ácido se forma a partir de la reacción de
oxidación del acetaldehído, también a partir del metabolismo de las pento-
sas durante la fermentación maloláctica y por último a través de las bacte-
rias acéticas en ambientes aerobios.

El contenido de ácido acético fue medido mediante varios métodos,
con el fin de contrastar los resultados. Los métodos empleados fueron la
RMN de protón y la técnica de infrarrojo (Foss WineScanTM FT 120) emplea-
da por la bodega (Figura 6).

Los resultados obtenidos mediante las dos técnicas fueron bastante
similares mostrando un aumento gradual del contenido de ácido acético
durante las fermentaciones alcohólica y maloláctica. Fue durante su conser-
vación, a partir del día 35, cuando aumentó la formación del ácido acético
probablemente por la acción de las bacterias acéticas (Figura 6).

Junto con la formación del etanol, el seguimiento de la degradación del
ácido málico a ácido láctico durante la fermentación maloláctica es un
punto fundamental para el control de la calidad de un vino. La suavidad
alcanzada en los vinos tintos una vez realizado dicho proceso aporta carac-
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terísticas importantes al vino, además de alcanzar una estabilidad microbia-
na importante para un vino enfocado a crianza.

Los valores iniciales del ácido málico dependen de las condiciones cli-
máticas durante la maduración de la uva, años fríos conceden a las uvas un
alto contenido de ácido málico. En general, en la D.O.Ca. Rioja los valores
de ácido málico oscilan entre 2 y 3 g/L. En este caso, el valor inicial de
ácido málico fue de 2,28 g/L.

Mediante el seguimiento de la fermentación maloláctica se observó la
conversión del ácido málico en ácido láctico (Figura 7), alcanzando alrede-
dor del día 35 el valor máximo del ácido láctico y prácticamente eliminando
el ácido málico.
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Fig. 7. Evolución de los ácidos málico y láctico medidos mediante RMN, cuantificados por
patrón externo y expresados en mol/L.

2.2. Estudio de las diferentes subzonas

2.2.1. RIOJA ALTA

Se muestrearon cuatro bodegas de la subzona de la Rioja Alta, situadas
en las localidades de Haro, Navarrete, San Asensio y Arenzana de Abajo.

Para llevar a cabo el seguimiento de la fermentación alcohólica se
cuantificó la cantidad de etanol generado por las levaduras a partir del
mosto inicial. Para ello, se empleó el método del patrón externo explicado
con anterioridad. Los resultados se pueden observar en la siguiente gráfica
(Figura 8), en términos de grado alcohólico expresados en % v/v. Para
todos los casos se obtuvieron vinos comprendidos entre los 12,5 y 14 gra-
dos, niveles que son habituales en los vinos actuales de la Rioja Alta.
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Del mismo modo, se siguió la evolución de la fermentación malolácti-
ca. Como se puede observar en la Tabla 2, los valores de ácido málico varia-
ron entre 2 y 2,8 g/L, valores habituales en la D.O.Ca. Rioja. En todas las
bodegas se observó una conversión del ácido málico al ácido láctico no
quedando en ninguna de ellas apenas ácido málico residual.

En cuanto a la evolución del ácido acético durante la vinificación en
todas las bodegas, se obtuvieron valores que no llegaban al umbral de
detección organoléptica, y siempre por debajo 1 g/L, valor a partir del cual
podría verse afectada la calidad del vino. En la Tabla 2 se pueden observar
los valores alcanzados por cada una de las bodegas, obteniendo en todas
ellas valores inferiores a 0,6 g/L.

2.2.2. RIOJA BAJA

Se controló a las tres bodegas de la subzona de Rioja Baja, situadas en
las localidades de Arnedo, Aldeanueva de Ebro y Alcanadre. Se hizo el se-
guimiento para todas las bodegas de las fermentaciones alcohólica y malo-
láctica empleando la metodología anteriormente explicada.

La fermentación alcohólica en todas las bodegas siguió una cinética de
fermentación adecuada, alcanzándose valores comprendidos entre 13 y 14
grados (Figura 9).

El nivel de ácido málico para la bodega de Arnedo y Alcanadre fue
próximo a 1,50 g/L, mientras que en la bodega de Aldeanueva de Ebro, la
cantidad de ácido málico fue de 1,98 g/L. Como antes se ha mencionado,
las condiciones climáticas influyen en el contenido inicial del ácido málico
en las uvas, por eso la Rioja Baja se caracteriza por tener un nivel de ácido
málico inferior al del resto de la D.O.Ca. Rioja al poseer mayores tempera-
turas medias durante el período de maduración (Tabla 3).
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Fig. 8. Evolución del contenido en etanol en vinos de cuatro bodegas de Rioja Alta.
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Nuevamente, se observó en todos los casos una conversión del ácido
málico al ácido láctico, salvo en el caso de la bodega de Aldeanueva de
Ebro que la conversión fue parcial, quedando algo de ácido málico residual
en el vino.

También se hizo un seguimiento de su evolución a lo largo de las dos
fermentaciones, tanto la alcohólica como la maloláctica. En todas las bode-
gas de la Rioja Baja estudiadas se obtuvieron valores adecuados para un
vino de calidad. En la Tabla 3 se pueden observar los valores alcanzados
por cada una de las bodegas.

2.2.3. RIOJA ALAVESA

Se escogió una sola bodega situada en la localidad de Labastida (Álava)
y se empleó la misma metodología de estudio. Al igual que en el resto de la
subzonas anteriores la fermentación alcohólica también describió una ciné-
tica adecuada alcanzando un grado de 13,7 % v/v.

La fermentación maloláctica en esta bodega duró considerablemente
más que en el resto de las bodegas estudiadas. La concentración inicial de
ácido málico fue de 2,47 g/L, y su conversión en ácido láctico duró 100 días.
Uno de los motivos principales de la lentitud de la fermentación fue que la
primavera en ese año fue bastante fría. La conversión no fue total y en el
vino quedaron 0,41 g/L de ácido málico residual (Tabla 3).

En esta subzona, al igual que en las anteriores, la acidez volátil no fue
elevada obteniéndose una concentración de ácido acético despúes de la fer-
mentación maloláctica de 0,48 g/L, valor inferior a los aconsejables para la
obtención de un vino de calidad.
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Fig. 9. Evolución del contenido en etanol en vinos de tres bodegas de Rioja Baja.
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3. CONCLUSIONES

Con este trabajo se ha demostrado el enorme potencial de la técnica de
RMN de protón como herramienta para el seguimiento de procesos biológi-
cos como las fermentaciones alcohólica y maloláctica. La RMN como herra-
mienta para el análisis de metabolitos abre un mundo de posibilidades para
el conocimiento y control de un proceso tan complejo como es la transfor-
mación de mosto en vino. También se presenta una nueva manera de medir
el grado alcohólico de un vino en un menor tiempo que los métodos con-
vencionales. En el futuro se quiere automatizar el proceso, para obtener una
mayor información cuantitativa, y realizar análisis de datos asistidos
mediante diversas herramientas quimiométricas.
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