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La composición volátil de la uva es uno de los parámetros más importantes 

para determinar la calidad del mosto y del vino. Los aromas de la uva, también 

llamados primarios, se dividen en aromas varietales y prefermentativos. Estos 

compuestos se encuentran en muy bajas concentraciones en la uva, por lo que, 

para llevar a cabo su identificación y cuantificación, se requiere de un método 

eficaz de extracción para su posterior análisis cromatográfico. El análisis de 

compuestos volátiles de las uvas mediante métodos cromatográficos presenta 

numerosos inconvenientes, como el consumo de tiempo, la pérdida de muestra 

y preparación de la misma, los costes de reactivos e instrumentación y la 

necesidad de personal formado, por lo que estos equipos solo están disponibles 

en algunos centros de investigación y en grandes bodegas. Actualmente no existe 

ningún método que permita realizar análisis rutinarios a tiempo real de la 

composición aromática de las uvas a lo largo de su maduración, hecho que le 

permitiría al viticultor tomar decisiones respecto a las prácticas vitícolas, a la 

elección de la fecha de vendimia o a la clasificación de la uva en función de su 

calidad aromática. Este hecho ha cobrado mayor importancia en los últimos años 

debido al desequilibrio entre la madurez industrial (contenido de 

azúcares/ácidos) y las madureces fenólica y aromática en la uva, provocado por 

el efecto del cambio climático. Como consecuencia del mismo, las bayas alcanzan 

más rápidamente el contenido adecuado de azúcares (medidos como sólidos 

solubles totales (TSS, Total Soluble Solids) (ºBrix)), pero no de compuestos 

fenólicos y aromáticos (compuestos que se sintetizan más tarde en la baya).  

En los últimos años se han desarrollado métodos rápidos y no destructivos 

que permiten relacionar datos espectrales con la concentración de componentes 

químicos específicos (TSS, compuestos fenólicos, compuestos aromáticos, 

compuestos nitrogenados…). Dos de estas tecnologías son la espectroscopía de 

infrarrojo cercano (NIRS, Near-Infrared Spectroscopy) y la imagen hiperespectral 

(HSI, Hyperspectral Imaging). Ambas han sido utilizadas para estimar tanto 
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parámetros generales en las uvas, como aminoácidos, o compuestos fenólicos. La 

NIRS se ha utilizado para medir la composición aromática en vinos, pero se ha 

utilizado muy poco para estimar la composición volátil de las bayas. En cuanto a 

la HSI, se ha utilizado para medir la composición aromática de otras matrices 

alimentarias como café, huevos o carne de cerdo, pero, únicamente se ha 

encontrado un trabajo en el que haya sido utilizada para estimar la composición 

aromática de la uva y ninguno para monitorizar la misma a lo largo de su 

maduración. 

Por todos estos motivos, en la presente tesis doctoral se han desarrollado 

nuevas metodologías, basadas en técnicas espectrales, que permiten la 

estimación y monitorización de la composición aromática de la uva a lo largo de 

la maduración, de forma rápida y no invasiva.  

Para ello, en primer lugar, se optimizaron tres técnicas para la extracción de 

compuestos volátiles en mosto: extracción mediante barrita agitadora absorbente 

(SBSE, Stir Bar Sorptive Extraction), su variante multi-SBSE (mSBSE), en la que se 

utilizaron barritas agitadoras de polidimetilsiloxano (PDMS) y de etilenglicol 

(EG) de forma simultánea, y microextracción en fase sólida mediante película fina 

(TF-SPME, Thin Film – Solid Phase Microextraction), en la que se probaron las 

películas finas de PDMS/carboxen (PDMS/CAR) y de PDMS/divinilbenceno 

(PDMS/DVB). Los factores optimizados fueron el modo, velocidad, tiempo y 

temperatura de extracción, y la adición de NaCl. A su vez, se puso a punto el 

análisis de dichos compuestos por cromatografía de gases-espectrometría de 

masas (GC-MS, Gas Chromatography – Mass Spectrometry). Una vez optimizadas 

las tres técnicas, se eligió la que mejores resultados proporcionó, que fue TF-

SPME-GC-MS, con la película fina de PDMS/CAR y bajo las condiciones de 

inmersión directa (DI), a 500 rpm, durante 6 horas a 20 ⁰C. Dicha técnica se utilizó 
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posteriormente como método de referencia para la determinación de compuestos 

volátiles en las muestras de mosto.  

En segundo lugar, se tomaron medidas espectrales, en condiciones de 

laboratorio, de 240 muestras de Vitis vinifera L. Tempranillo y 240 de Tempranillo 

Blanco, recogidas durante los años 2019 y 2020, mediante HSI en el rango 400-

1.000 nm y mediante NIRS en el rango 1.100 – 2.100 nm. 

En tercer lugar, se midieron los TSS mediante refractometría y se analizaron 

los compuestos volátiles de esas mismas muestras con el método TF-SPME-GC-

MS optimizado, se integraron los cromatogramas y se obtuvieron, de esta forma, 

los datos de referencia. Por último, se construyeron los modelos de calibración 

multivariante, mediante regresión por mínimos cuadrados parciales modificados 

(MPLS), utilizando los datos espectrales adquiridos y los datos de referencia. 

Los resultados obtenidos demostraron que las técnicas HSI y NIRS permiten 

diferenciar entre valores altos, medios y bajos de cada compuesto volátil, e 

incluso cuantificar la concentración de muchos de ellos, así como de los TSS, en 

la variedad Tempranillo Blanco a lo largo de su maduración. Por otro lado, los 

resultados obtenidos para la variedad Tempranillo demostraron que las técnicas 

espectrales HSI y NIRS permiten diferenciar entre valores altos y bajos de 

concentración de compuestos volátiles y, en ocasiones, diferenciar entre valores 

altos, medios y bajos de concentración de los mismos. También permiten 

cuantificar los TSS.  

 En esta tesis doctoral se ha desarrollado, por primera vez, una herramienta 

que permite predecir la madurez tecnológica y la madurez aromática, 

simultáneamente, de forma rápida, sin contacto y no invasiva, a lo largo de la 

maduración de las bayas de Tempranillo Blanco y Tempranillo. 
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1.1. SITUACIÓN ACTUAL DEL SECTOR VITIVINÍCOLA 

La Organización Internacional de la Viña y el Vino (OIV), una organización 

intergubernamental, formada por más de 49 estados miembros, calculó, para el 

año 2021, 7.327.174 ha de superficie de viñedo mundial, de las cuales 962.531 ha 

pertenecen a España, convirtiéndolo así en el país con mayor superficie de viñedo 

del mundo, seguido por Francia, con 797.600 ha, por China, con 782.600 ha y por 

Italia, con 718.457 ha.  

En cuanto a la producción mundial de vino, en 2021, la OIV calculó 262 

millones de hL, siendo España el tercer país productor, con 35 millones de hL, el 

octavo país consumidor, con 10,35 millones de hL, y el país que más vino exportó, 

con 23,6 millones de hL (Fuente OIV: actualidad de la coyuntura del sector 

vitivinícola mundial en 2021).  

Las 17 comunidades autónomas de España poseen superficie de viñedo, 

situándose aproximadamente el 48 % en Castilla-La Mancha, seguido de 

Extremadura con un 9 % y de Castilla y León con un 7,5 %. En la comunidad 

autónoma de La Rioja se encuentra el 5,5 % de superficie de viñedo español, 

siendo la sexta comunidad autónoma con mayor superficie (Fuente MAPA: 

Encuesta sobre Superficies y Rendimientos de Cultivos (ESYRCE)).  

1.1.1. Términos tradicionales de vinos españoles  

En España existen unos regímenes de calidad que se establecen para ayudar a 

los productores y consumidores a identificar productos vinculados a una zona 

geográfica. Estos términos son Denominación de Origen Protegida (D.O.P.) e 

Indicación Geográfica Protegida (I.G.P.) (Fuente MAPA: términos tradicionales 

de vinos). 
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 Denominación de Origen Protegida (D.O.P.): identifica al producto como 

originario de un lugar determinado, una región o, excepcionalmente, un 

país, cuya calidad o características se deben fundamental o exclusivamente 

a un medio geográfico en particular, con los factores naturales y humanos 

inherentes a él, y cuyas fases de producción tengan lugar en su totalidad 

en la zona geográfica definida. Dentro de la D.O.P. se pueden encontrar los 

siguientes términos: 

o Denominación de Origen (D.O.): nombre de una región, comarca, 

localidad, o lugar delimitado que haya sido reconocido 

administrativamente para designar vinos que hayan sido elaborados en 

una región, comarca, localidad o lugares determinados con uvas 

procedentes de los mismos, que disfruten de un elevado prestigio en el 

tráfico comercial en atención a su origen, y cuya calidad y características 

se deban fundamental o exclusivamente al medio geográfico que 

incluye los factores naturales y humanos. 

o Denominación de Origen Calificada (D.O.Ca.): además de los requisitos 

exigidos para la D.O., para la D.O.Ca. deben haber transcurrido, al 

menos, 10 años desde su reconocimiento como D.O., los productos 

amparados se deben comercializar exclusivamente embotellados desde 

bodegas inscritas y ubicadas en la zona geográfica delimitada, y dentro 

de su zona de producción, deben estar delimitados cartográficamente, 

por cada término municipal, los terrenos que se consideren aptos para 

producir vinos con derecho a la D.O.Ca. 

o Vino de Pago: designa el paraje o sitio rural con características edáficas y 

de microclima propias que lo diferencian y distinguen de otros de su 

entorno, conocido con un nombre vinculado de forma tradicional y 

notoria al cultivo de los viñedos de los que se obtienen vinos con rasgos 
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y cualidades singulares y cuya extensión máxima será limitada 

reglamentariamente por la administración competente, de acuerdo con 

las características propias de cada comunidad autónoma.  

o Vino de Calidad: vino producido en una región, comarca, localidad o 

lugar determinado, con uvas procedentes de los mismos, cuya calidad, 

reputación o características se deban al medio geográfico, al factor 

humano o a ambos, en lo que se refiere a la producción de la uva, a la 

elaboración del vino o a su envejecimiento.  

 Indicación Geográfica Protegida (I.G.P.): un nombre que identifica un 

producto originario de un lugar determinado, una región o un país, que 

posea una cualidad determinada, una reputación u otra característica que 

pueda esencialmente atribuirse a su origen geográfico, y de cuyas fases de 

producción, al menos una, tenga lugar en la zona geográfica definida.  

o Vino de la Tierra: para poder llamar a un vino, vino de la tierra, se deben 

conocer la categoría o categorías de vino a los que es aplicable la 

mención, el nombre de la indicación geográfica a emplear, la 

delimitación precisa del área geográfica, las variedades de vid aptas y 

la graduación alcohólica mínima, y deben indicarse las características 

organolépticas y el sistema de control aplicable a los vinos. En caso de 

vinos mezcla, al menos el 85 % debe proceder del área de producción 

de la que lleva el nombre.  

Con el Estatuto del Vino de 1932, convertido en Ley en 1933, se introdujo en la 

legislación española la figura de la D.O. Aunque el concepto no se consolidó 

hasta la Ley 25/1970, de 2 de diciembre, del Estatuto de la Viña, del Vino y de los 

Alcoholes. Actualmente existen en España 101 DD.OO.P., de las cuales 72 son 

DD.OO., 2 son DD.OO.Ca., 19 son Vinos de Pago y 8 son Vinos de Calidad.
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1.2. D.O.Ca. RIOJA 

La D.O. Rioja se reconoció de forma oficial el 6 de junio de 1925, debido a la 

preocupación de los viticultores y elaboradores riojanos por proteger la 

identidad, la calidad y la exclusividad de los vinos, convirtiéndose en la primera 

D.O. de España. El 3 de abril de 1991 obtuvo la distinción de D.O.Ca., siendo la 

única en España junto a la D.O.Ca. Priorat. El Pliego de Condiciones de la D.O.Ca. 

Rioja describe los requisitos que tiene que reunir un vino para poder formar parte 

de dicha Denominación. Entre los principales requisitos se encuentran las 

características analíticas (graduación, acidez volátil, intensidad colorante, 

contenido de anhídrido sulfuroso, azúcares reductores, acidez total, pH y 

sobrepresión en vinos espumosos), las características organolépticas (tipicidad, 

color, limpidez, olor, sabor y calidad del vino), las prácticas específicas para la 

elaboración y las restricciones impuestas (prácticas de cultivo, de elaboración y 

crianza y envejecimiento), la delimitación de la zona geográfica (Rioja Alta, Rioja 

Alavesa y Rioja Oriental), el rendimiento máximo, las variedades de uva y el 

vínculo con la zona geográfica (RDGIA, de 5 de Noviembre, 2021). El Consejo 

Regulador es la entidad que se encarga de que un vino amparado por la D.O.Ca. 

Rioja cumpla con todos estos requisitos y está integrado por representares de 

viticultores, bodegueros y administración.  

La D.O.Ca. Rioja está situada al norte de España y se divide en tres grandes 

zonas: Rioja Alta, Rioja Alavesa y Rioja Oriental (denominada Rioja Baja hasta el 

año 2017) (Figura 1.1). Las condiciones climáticas de la D.O.Ca. Rioja son óptimas 

para el desarrollo de la vid, con temperaturas suaves y precipitaciones anuales 

superiores a los 400 L/m2. Los suelos disponen de una estructura equilibrada, son 

ligeramente alcalinos y pobres en materia orgánica. En Rioja Alta predomina el 

clima atlántico, y los suelos arcillo-calcáreos, arcillo-ferrosos y aluviales; en Rioja 

Alavesa predomina el clima atlántico y los suelos calcáreos; y en Rioja Oriental 
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predomina el clima mediterráneo, más seco y cálido, y los suelos aluviales y 

arcillo-ferrosos (Fuente: Consejo Regulador D.O.Ca. Rioja). 

Figura 1.1. Mapa de las tres zonas de la D.O.Ca. Rioja: Rioja Alta, Rioja Alavesa y Rioja 
Oriental (Fuente: https://www.macrobertandcanals.com/la-tierra-del-rioja/).

Según las estadísticas de la memoria anual del Consejo Regulador del año

2021, la D.O.Ca. Rioja cuenta con 66.240 ha de viñedo inscrito, divididas en 27.871 

ha en Rioja Alta, 25.191 ha en Rioja Oriental y 13.178 ha en Rioja Alavesa. Está 

formada por 144 municipios de los cuales 118 están en la comunidad autónoma 

de La Rioja, 18 en la provincia de Álava y 8 en la Comunidad Foral de Navarra. 

Cuenta con un total de 695 bodegas inscritas, de las cuales 571 tienen registro 

embotellador, y la constituyen unos 14.300 viticultores. 

Las 14 variedades de uva autorizadas por el Consejo Regulador se dividen en 

cinco tintas y nueve blancas, siendo las tintas: Tempranillo, Garnacha Tinta, 

Graciano, Mazuelo y Maturana Tinta; y las blancas: Viura, Malvasía, Garnacha 

Blanca, Tempranillo Blanco, Maturana Blanca, Chardonnay, Turruntés, 

Sauvignon Blanc y Verdejo. De las 66.217 ha productivas de la D.O.Ca. Rioja, un 

91 % pertenecen a variedades tintas (60.247 ha) y un 9 % a variedades blancas 

(5.970 ha) (Fuente: Consejo Regulador D.O.Ca. Rioja). La variedad tinta más 

cultivada en la D.O.Ca. Rioja es Tempranillo, siendo un 88 % del total de las 
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variedades tintas, seguida muy de lejos por Garnacha Tinta (8 %). La variedad 

blanca más cultivada en la D.O.Ca. Rioja es Viura (68 %), seguida por

Tempranillo Blanco (13 %). 

A continuación se van a describir las dos variedades de uva (Fuente: Consejo 

Regulador D.O.Ca. Rioja) con las que se ha trabajado durante esta tesis doctoral. 

Tempranillo Blanco: es una mutación genética natural, a partir de un 

sarmiento de una cepa de Tempranillo, localizada en 1988 en un viñedo 

viejo de Murillo de Río Leza (La Rioja). El racimo de esta variedad es de 

tamaño mediano y suelto, con baya mediana y ligeramente aplastada. La 

brotación es tardía y el envero y la maduración precoces. Se trata de una 

variedad de ciclo corto y producción media, que permite elaborar vinos 

equilibrados y con una elevada concentración en compuestos volátiles con 

aromas afrutados (Garde-Cerdán, da Costa, et al., 2021; Martínez et al., 

2018). Es de color amarillo verdoso, como se puede ver en la Figura 1.2. 

Figura 1.2. Racimo de Vitis vinifera L. Tempranillo Blanco (Fuente: 
https://www.riojawine.com/el-rioja/variedades-de-uva/tempranillo-blanco/).
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Tempranillo: esta variedad tinta es autóctona de la D.O.Ca. Rioja, siendo 

la más característica, a la vez que la más abundante en esta Denominación. 

Es capaz de producir vinos con largo envejecimiento, pero muy 

equilibrados, suaves y afrutados. Es una variedad muy sensible a plagas 

y enfermedades, poco resistente a la sequía y a las altas temperaturas. Es 

una variedad temprana, con un ciclo de maduración corto. El racimo es 

cónico, alargado y grande, y con bayas negro-rojizas, esféricas y medianas 

(Figura 1.3). Actualmente el Tempranillo está extendido por toda España, 

estando autorizado en 28 DD.OO., y por todo el mundo.

Figura 1.3. Racimo de Vitis vinifera L. Tempranillo (Fuente: 
https://www.riojawine.com/el-rioja/variedades-de-uva/tempranillo/).
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1.3. LA MADURACIÓN DE LA BAYA

Existen tres fases en el desarrollo de la baya: la herbácea o de latencia, el envero 

y la maduración. Durante la fase herbácea se produce la división celular, el 

aumento del tamaño de los granos y la acumulación principalmente de los ácidos 

málico y tartárico, los ácidos hidroxicinámicos, los monómeros de tanino, 

minerales, aminoácidos, micronutrientes y algunos compuestos aromáticos como 

las metoxipirazinas (Reynier, 2001; Togores, 2006). Esta fase suele durar entre 45 

y 65 días tras el final de la floración. Durante el envero se detiene el crecimiento 

de la baya, se produce el ablandamiento de esta, la coloración y el aumento de 

azúcares. Esta fase dura entre 12 y 15 días (Togores, 2006; Zoecklein & Gump, 

2021) (Figura 1.4).

Figura 1.4. Racimo de Vitis vinifera L. Tempranillo durante el envero.
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La fase de maduración se define como el proceso que abarca desde el envero 

hasta la vendimia. Tiene una duración de 35 a 55 días. Durante la maduración se 

produce la evolución de seis parámetros principales (Blouin & Peynaud, 2003; 

Flanzy, 2000; Martínez de Toda, 2007; Ribéreau-Gayon, Dubourdieu, et al., 2003; 

Togores, 2006) (Figura 1.5):  

 Acumulación de azúcares 

 Diminución de la acidez  

 Crecimiento del volumen de la baya 

 Hidrólisis de ciertos constituyentes, responsables del reblandecimiento 

del fruto 

 Acumulación de taninos y antocianos en la piel (variedades tintas) 

 Biosíntesis de los precursores aromáticos 

Los azúcares y la acidez están relacionados principalmente con la madurez de 

la pulpa, mientras que los taninos, antocianos y precursores aromáticos se 

desarrollan fundamentalmente en la piel. La evolución en la baya de estos 

compuestos no siempre está sincronizada. 

 
Figura 1.5. Evolución de algunos de los constituyentes de la baya durante su 

maduración (Carbonell Bejerano & Martínez-Zapater, 2013).  
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1.3.1. Tipos de maduración 

Se han establecido distintos tipos de maduración en función del constituyente 

de la baya que se esté midiendo (Blouin & Peynaud, 2003; Moreno-Vigara & 

Peinado-Amores, 2010): 

 Madurez fisiológica: momento en el que las semillas son capaces de 

reproducir a la planta. Se alcanza justo después del envero. Se caracteriza 

por tener una acidez muy alta y un bajo contenido en azúcares.  

 Madurez vitícola: cuando la vid finaliza su desarrollo vegetativo y toda la 

actividad clorofílica se centra en el desarrollo de la baya. Las hojas de color 

verde claro comienzan a agostarse, así como los sarmientos y raspones, 

que se vuelven más leñosos. En este momento la viña es susceptible al 

ataque de hongos, insectos o podredumbre. 

 Madurez fenológica: cuando la vid ha realizado su ciclo vegetativo 

normal, es decir, unos 45 días después del envero. 

 Madurez industrial/tecnológica: momento en el que la baya alcanza el 

máximo contenido en azúcares o el mínimo en ácidos (máxima relación 

azúcar/acidez). Es interesante para los viticultores que venden la uva en 

función principalmente del contenido en azúcares.  

 Madurez aromática: momento en el que la uva presenta el máximo 

potencial en calidad y cantidad de compuestos aromáticos.  

 Madurez enológica: momento óptimo de vendimia que permite elaborar 

el mejor vino posible. Está relacionada con el resto de madureces.  

 Madurez fenólica: relacionada con el contenido de compuestos fenólicos 

como antocianos y taninos.  
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1.3.2. Factores que afectan a la maduración de la uva 

Durante la maduración del racimo, existen factores que afectan a la calidad de 

la uva y que determinarán las características de la vendimia. Estos factores se 

clasifican en permanentes, variables, accidentales y modificables (Reynolds, 

2021; Togores, 2006; Zoecklein & Gump, 2021).  

 Factores permanentes: son aquellos que no se pueden cambiar, como el 

suelo, el clima, la densidad de plantación, la variedad o el portainjerto.  

 Factores variables: son aquellos que varían, pero no por la acción del 

hombre. Suelen ser factores climáticos como la temperatura, la 

iluminación y la humedad, y otros factores como la edad del viñedo, etc.  

 Factores accidentales: son aquellos que se producen debido a la 

meteorología, como las plagas, enfermedades, heladas, granizo, vientos 

fuertes, inundaciones, etc, pudiendo disminuir la calidad y la cantidad de 

la cosecha. Generalmente se puede actuar contra ellos, con medidas 

preventivas o curativas. 

 Factores modificables: son aquellos en los que puede intervenir el 

viticultor con el objetivo de corregir o mejorar la calidad de la vendimia. 

Por este tipo de factores es importante poder realizar el seguimiento de la 

maduración, para poder actuar de forma rápida y precisa, según las 

necesidades que tenga nuestro viñedo. Dentro de estos factores se 

encuentra la poda y otras operaciones en verde, la fertilización, el riego, el 

manejo del suelo, etc.  
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1.3.3. Seguimiento de la maduración de las bayas 

El seguimiento de la maduración es necesario, sobre todo cuando se aproxima 

su momento óptimo, debido a que, durante la maduración fisiológica de la baya, 

existe un desacople temporal entre la composición aromática, la composición 

fenólica y la acumulación de azúcares (Zoecklein & Gump, 2021). Sin embargo, 

el seguimiento de la maduración es muy complejo, debido a la cantidad de 

sustancias que intervienen y a que presentan diferentes evoluciones. 

Se pueden encontrar varias situaciones vitícolas de maduración (Flanzy, 2000): 

 Situaciones tardías: la mayoría de los compuestos que intervienen en la 

maduración no alcanzan su nivel óptimo. La medida de la concentración 

de azúcares y el estado sanitario de la uva suelen ser suficientes para 

determinar la fecha de vendimia.  

 Situaciones precoces: al contrario que en las anteriores, durante esta 

situación se produce una evolución rápida de los componentes de la baya. 

Existe riesgo de sobrepasar el equilibrio de dichos compuestos y de una 

sobremaduración, lo que podría producir problemas fitosanitarios. En 

estos casos conviene tener en cuenta el nivel de acidez y de pH de la uva.  

 Situaciones alternativas: es una situación intermedia entre las dos 

anteriores y varía en función del año. Es necesario proceder con un 

seguimiento detallado de la maduración para determinar el equilibrio 

óptimo entre los componentes de la uva (azúcares, ácidos, aromas y 

compuestos fenólicos). En este caso no se debe prever la madurez 

únicamente en términos de pH o de azúcares, sin tener información sobre 

los aromas o compuestos fenólicos, ya que, para una misma cantidad de 

azúcares, puede variar mucho el equilibrio de los demás compuestos de la 

uva.  
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 Situaciones armónicas: este tipo de situaciones son ideales, ya que el 

equilibrio entre los constituyentes de la uva se presenta de forma natural, 

siendo relativamente fácil prever el momento óptimo de maduración. 

El estudio de la evolución de la maduración de la baya puede dar una idea 

sobre la calidad y el potencial de la vendimia, ya que la calidad de la uva 

determinará en un alto porcentaje la calidad del vino (Togores, 2006). 

Actualmente, el seguimiento de la maduración se basa en la recogida periódica 

de muestras y en el análisis posterior de los resultados (Ramírez-Pérez & 

González-Caballero, 2012). Este seguimiento es complicado debido a la gran 

variabilidad que existe entre las bayas de un mismo racimo, entre distintos 

racimos de una misma cepa, e incluso entre el mismo racimo de una semana a 

otra. Los racimos situados más cerca de la cepa presentarán una mayor cantidad 

de azúcares que los ubicados en el extremo de las ramas, al igual que los más 

maduros serán los más elevados por encima del suelo. Por este motivo, el 

seguimiento de la maduración requiere muestreos regulares y representativos, 

de cantidades suficientes de uva (de 1,5 a 2 Kg), recogidas de distintas partes del 

racimo y de distintas cepas (Pérez-Juan & Morales-Ordónez, 1998; Ribéreau-

Gayon, Dubourdieu, et al., 2003).  

Una vez llevadas esas muestras al laboratorio, son sometidas a distintos 

procedimientos, muy largos y tediosos en la mayoría de los casos, donde se 

cuantificarán los constituyentes de interés, como los azúcares, la acidez o el pH 

(Ramírez-Pérez & González-Caballero, 2012; Ribéreau-Gayon, Dubourdieu, et 

al., 2003). Para el seguimiento de la madurez fenólica en uvas tintas, existen 

algunos métodos clásicos, entre los que destaca el método de Glories (Glories & 

Augustin, 1993; González-Neves et al., 2011; Saint-Cricq et al., 1998), aunque la 

mayoría son largos y tediosos. El seguimiento de la madurez aromática también 

es muy importante, pero su determinación con un método fácil y rápido no es 
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posible actualmente, ya que la técnica utilizada para este tipo de análisis es la 

cromatografía gaseosa, y son necesarios equipos y materiales de los que solo 

disponen algunos centros de investigación o bodegas muy equipadas, por lo que 

no es posible todavía realizar un seguimiento rutinario (Ribéreau-Gayon, 

Dubourdieu, et al., 2003; Togores, 2006).  

El seguimiento periódico de la evolución de los constituyentes más 

importantes de la uva ha cobrado importancia en los últimos años debido al 

efecto del cambio climático. El aumento de las temperaturas y la disminución de 

las precipitaciones ha provocado un desajuste entre los distintos tipos de 

madurez, sobre todo entre la madurez industrial o tecnológica (aumento de 

azúcares y disminución de acidez) y la madurez fenólica y aromática 

(compuestos que se acumulan en la baya de manera más lenta) (Droulia & 

Charalampopoulos, 2021; Jones et al., 2021; Mira de Orduña, 2010). Este hecho ha 

provocado que, con el fin de evitar el aumento excesivo del grado alcohólico en 

el vino, se vendimie antes y no se alcance el contenido adecuado de compuestos 

fenólicos y aromáticos, determinantes de la calidad.  

1.3.4. Fecha de vendimia 

La fecha de vendimia habitualmente se ha establecido según la experiencia y 

las costumbres vitícolas de cada zona, ligándose a la madurez industrial o 

tecnológica de la uva, es decir, al contenido de azúcares y a la acidez. En 

particular, la concentración de sólidos solubles totales (TSS, Total Soluble Solids) 

sigue siendo el parámetro más utilizado para evaluar la madurez de las bayas 

(Rolle et al., 2021). Sin embargo, el efecto del cambio climático ha provocado 

cambios en el desarrollo fenológico de la vid y en los ciclos vegetativos, y como 

consecuencia, desajustes en la maduración de la uva (Mira de Orduña, 2010). Por 

este motivo, la fecha de vendimia debe evaluarse cuidadosamente, estableciendo 

un sistema que permita estimar los distintos tipos de madurez, con el objetivo de 
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optimizar la calidad de la uva, y por lo tanto, la calidad final del vino (Ramírez-

Pérez & González-Caballero, 2012). No existe un nivel de madurez óptimo, sino 

que existen varios, en función del constituyente de la uva considerado (azúcares, 

ácidos, aromas, compuestos fenólicos, etc.) y del tipo de vino que se quiera 

elaborar, de este modo, el momento óptimo de vendimia es el que el viticultor 

elige para recolectar la uva en función de sus intereses enológicos (Flanzy, 2000). 

En los últimos años, la consideración de los compuestos aromáticos y fenólicos 

ha cobrado una mayor importancia. Sin embargo, como se ha comentado en el 

apartado anterior, el seguimiento rutinario de estos compuestos a lo largo de la 

maduración de la uva es complicado actualmente, debido a la falta de medios 

analíticos accesibles y rápidos.  

Todos estos motivos ponen en evidencia la necesidad de disponer de 

herramientas que permitan estimar los distintos componentes de la baya a lo 

largo de su maduración, de forma rápida, económica y no invasiva, y de este 

modo escoger la fecha de vendimia disponiendo de la mayor cantidad de 

información posible.  
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1.4. COMPUESTOS VOLÁTILES PRESENTES EN UVA Y VINO 

El aroma del vino es muy complejo ya que está formado por centenares de 

compuestos volátiles, que se encuentran en concentraciones que varían desde 

fracciones de ng/L hasta varios mg/L. Además, el umbral de percepción de estos 

compuestos también es muy variable, por lo que el impacto final que tienen en el 

aroma del vino depende, en gran medida, de la relación entre la concentración a 

la que se encuentra el compuesto y su umbral de percepción. El aroma del vino 

está relacionado con la calidad del mismo, y por lo tanto, con su valor comercial 

(Ribéreau-Gayon, Glories, et al., 2003).   

La mayoría de los compuestos volátiles son ampliamente conocidos debido al 

gran número de técnicas analíticas disponibles, y a la mejora de las técnicas 

cromatográficas. Los constituyentes del aroma del vino se pueden clasificar de 

acuerdo a su origen en (Flanzy, 2000; Rubio-Bretón et al., 2019; Usseglio-

Tomasset, 1998):  

 Aromas primarios: formados por aromas varietales y prefermentativos.  

o Aromas varietales: proceden de la uva y dependen principalmente de la 

variedad. Se pueden encontrar de forma libre, es decir, como moléculas 

volátiles odorantes, o en forma ligada, es decir, como precursores 

aromáticos no volátiles e inodoros. 

o Aromas prefermentativos: se forman durante las etapas que van desde la 

cosecha hasta el comienzo de la fermentación alcohólica. Se componen 

principalmente de compuestos de 6 átomos de carbono.   

 Aromas secundarios o fermentativos: se forman durante la fermentación 

alcohólica, debido a la acción de las levaduras, y durante la fermentación 

maloláctica, si se lleva a cabo, debido a la acción de las bacterias lácticas. 
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Son productos secundarios del metabolismo de los microorganismos 

enológicos, siendo los más abundantes cuantitativamente, y los 

responsables de la nota vinosa común en todos los vinos.  

 Aromas terciarios o de envejecimiento: se forman durante el periodo de 

crianza o envejecimiento, ya sea en botella o en barrica. Durante este 

periodo, los aromas provenientes de la uva y de la fermentación se 

transforman muy lentamente en otras sustancias responsables del bouquet, 

el aroma característico de los grandes vinos. En el caso de las barricas, se 

produce una migración de componentes olorosos de la madera, y la acción 

del oxígeno combinada con procesos microbiológicos. En el caso de la 

botella, al ser un recipiente inerte sin contacto con el aire, los cambios son 

de naturaleza química. Desaparecen componentes odorantes debido a que 

se alcanza el equilibrio químico, y aparecen otros componentes 

procedentes de la hidrólisis, combinación o cambios estructurales (Cacho 

& Ferreira, 2010).  

Algunos de los factores que afectan a la composición aromática del vino son: 

la variedad, el clon, la añada, el terroir, la madurez de la uva, las prácticas vitícolas 

y las operaciones realizadas a la uva antes de la fermentación para los aromas 

primarios, las condiciones de fermentación para los aromas secundarios, y la 

crianza y envejecimiento para los aromas terciarios (Alem et al., 2018; Flanzy, 

2000; González-Barreiro et al., 2015; Robinson et al., 2014b). Además, la liberación 

y percepción del aroma depende en gran medida de aspectos físicos y 

ambientales como la temperatura (Tª) del vino al ser servido o la forma de la copa 

(Cliff, 2001; Styger et al., 2011).   
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1.4.1. Aromas primarios 

Los aromas primarios son los que proceden de la uva, y, por lo tanto, 

dependen de todos los factores explicados en el Apartado 1.3.2, como la variedad, 

las condiciones edáficas y climáticas del viñedo, las prácticas vitícolas, etc. Estos 

compuestos son los responsables de la madurez aromática de la uva, por lo que, 

para poder realizar un seguimiento rutinario de este tipo de madurez (Apartado 

1.3.1), es necesario disponer de una herramienta que nos permita estimar la 

composición aromática varietal de forma rápida y a lo largo de la maduración. 

Este es el motivo por el cual nos centramos en este grupo de compuestos 

aromáticos durante el trascurso de esta tesis doctoral.  

Los metabolitos que conforman el aroma primario se pueden encontrar de 

forma libre, como moléculas volátiles odorantes, o en forma ligada, como 

precursores aromáticos inodoros no volátiles. Estos últimos son los más 

abundantes e importantes (Ferreira & Lopez, 2019). Sin embargo, debido a su 

complejidad química y bioquímica, no existen métodos capaces de proporcionar 

una evaluación fiable del potencial aromático de la uva.  

El aroma primario libre está formado por una gran cantidad de compuestos 

volátiles que se pueden agrupar principalmente en metoxipirazinas, terpenos, C13 

norisoprenoides y compuestos C6 (Alem et al., 2018; Rubio-Bretón et al., 2019).  

1.4.1.1. Metoxipirazinas 

Las metoxipirazinas son heterociclos nitrogenados, pertenecientes al grupo de 

las pirazinas, que proceden del metabolismo de los aminoácidos (por ejemplo, la 

3-isobutil-2-metoxipirazina (IBMP) proviene del metabolismo de la leucina), 

aunque aún no está clara la vía de síntesis (Figura 1.6) (Alem et al., 2018; Ribéreau-

Gayon, Glories, et al., 2003). Las metoxipirazinas se encuentran en la uva como 

compuestos volátiles libres y son responsables de aromas herbáceos, como 
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pimiento verde, espárrago y guisante, característicos de bayas poco maduras, 

solo aceptables en algunos vinos blancos, siendo generalmente perjudiciales en

los vinos tintos (Alem et al., 2018). Son compuestos característicos del aroma de

vinos de las variedades Cabernet Sauvignon, Sauvignon blanc, Semillon, etc. 

(Allen & Lacey, 1999; Flamini & Traldi, 2010).

Figura 1.6. Vías de síntesis de los principales aromas varietales. DMAPP: dimetilalil 
pirofosfato; IPP: isopentenil pirofosfato; GPP: geranil pirofosfato; GGPP: geranilgeranil 
pirofosfato; TPS: terpeno sintasa; CCD: dioxigenasa de escisión de carotenoides; MEP: 

metileritritol fosfato; MVA: ácido mevalónico (Alem et al., 2018). 

La IBMP, que es la metoxipirazina más abundante en el vino, la 3-isopropil-2-

metoxipirazina (IPMP) y la 3-sec-butil-2-metoxipirazina (SBMP) (Figura 1.7) son 

las más comunes y extremadamente volátiles, con umbrales de percepción 

olfativa muy bajos, en el rango de 0,001 - 0,002 μg/L (Darriet et al., 2012; Ribéreau-

Gayon, Glories, et al., 2003; Rubio-Bretón et al., 2019; Togores, 2006). En la baya 

se localizan principalmente en el hollejo (72 %) y en las semillas (23,8 %), siendo 

prácticamente inexistentes en la pulpa (4,2 %).

Figura 1.7. Estructura de las principales metoxipirazinas encontradas en la uva.
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1.4.1.2. Terpenos

Los terpenos son una familia amplia de compuestos muy importantes en el 

reino vegetal, representando uno de los mayores grupos de metabolitos 

secundarios de las plantas (Alem et al., 2018). Se encuentran en las bayas en forma 

libre y ligada (glicosilada), siendo la fracción glicosilada más abundante que la 

fracción libre. Los terpenos se encuentran principalmente en forma de 

monoterpenos, formados por 10 átomos de carbono, y en forma de 

sesquiterpenos, formados por 15 átomos de carbono (Ribéreau-Gayon, Glories, 

et al., 2003; Togores, 2006). Existen unos 40 compuestos monoterpénicos en las 

uvas y se pueden encontrar como hidrocarburos simples, aldehídos, alcoholes, 

ácidos e incluso ésteres, siendo los alcoholes monoterpénicos o terpenoles los más 

abundantes en la uva. Los terpenoles más comunes y odoríferos son: geraniol, 

linalool, α-terpineol, citronelol, nerol y ho-trienol (González-Barreiro et al., 2015; 

Ribéreau-Gayon, Glories, et al., 2003) (Figura 1.8). 

Figura 1.8. Estructura de los principales alcoholes monoterpénicos o terpenoles
encontrados en la uva.

Los umbrales de percepción de estos compuestos en vino son bastante bajos, 

oscilando entre decenas y centenas de μg/L, teniendo un papel muy importante 

en el aroma varietal, destacando por sus aromas florales (Darriet et al., 2012; 

Ribéreau-Gayon, Glories, et al., 2003). Entre los aldehídos terpénicos se pueden 

encontrar el geranial, el neral o el citronelal, y entre los hidrocarburos terpénicos 

se encuentran el limoneno, el p-cimeno, el α-terpineno o el mirceno, todos estos 
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compuestos son menos abundantes y odorantes que los alcoholes 

monoterpénicos (Togores, 2006). Respecto a la ruta sintética de los terpenos en la 

baya, se plantean dos vías alternativas, en primer lugar la del ácido mevalónico 

(MVA) y en segundo lugar la del metileritritol fosfato (MEP) (Alem et al., 2018; 

Darriet et al., 2012) (Figura 1.6). 

Los terpenos se sintetizan durante la maduración de la uva y se localizan 

principalmente en el hollejo de la baya, aunque en las variedades muy 

aromáticas, como Moscatel, también se pueden encontrar en la pulpa (Rubio-

Bretón et al., 2019; Togores, 2006). Los terpenos superan su umbral de percepción 

en variedades de la familia de la Moscatel y en algunas variedades blancas como 

Albariño, Gewürztraminer, Chardonnay, etc. Sin embargo, pueden existir efectos 

sinérgicos entre los distintos terpenos, que los hagan contribuir de forma 

significativa al aroma, sin necesidad de superar sus umbrales de percepción 

(Rubio-Bretón et al., 2019). 

1.4.1.3. C13 norisoprenoides 

Los C13 norisoprenoides son terpenos aromáticos de 13 átomos de carbono que 

derivan de la degradación oxidativa de los carotenoides, que son terpenos de 40 

átomos de carbono (Ribéreau-Gayon, Glories, et al., 2003; Togores, 2006). Los 

carotenoides de los que derivan los C13 norisoprenoides son luteína, β-caroteno, 

neoxantina, flavoxantina, violaxantina, 5,6-epoxiluteína, luteoxantina y 

zeaxantina (Robinson et al., 2014b; Togores, 2006). Como se puede observar en la 

Figura 1.6, los carotenoides, y por lo tanto los C13 norisoprenoides, comparten ruta 

metabólica con los monoterpenos y los sesquiterpenos. Puesto que los C13 

norisoprenoides son terpenos, también se pueden encontrar en la uva en forma 

libre o ligada (glicosilada). Desde el punto de vista químico, los C13 

norisoprenoides se pueden dividir en formas megastigmanas o no 

megastigmanas. Los megastigmanos son C13 norisoprenoides que poseen un 



1. INTRODUCCIÓN 

42

esqueleto oxigenado sobre el carbono 7 o sobre el carbono 9 (Alem et al., 2018; 

Robinson et al., 2014b). Dentro de estos destacan la β-damascenona, característica 

por su aroma floral y a fruta exótica, la β-ionona, con olor a violeta, y otros 

compuestos como el 3-oxo-α-ionol, de aroma a tabaco, la 3-hidroxi-β-

damascenona, de olor a té, y la β-damascona, de aroma afrutado y a tabaco 

(González-Barreiro et al., 2015; Ribéreau-Gayon, Glories, et al., 2003; Togores, 

2006). La β-damascenona y la β-ionona (Figura 1.9) son dos de los C13

norisoprenoides más abundantes en la uva y presentan un bajo umbral de 

percepción (0,05 μg/L y 0,09 μg/L, respectivamente) (Ferreira & Lopez, 2019; 

Rubio-Bretón et al., 2019), por lo que son capaces de proporcionar al vino sus 

aromas afrutados y florales. Generalmente, la β-damascenona es más abundante 

que la β-ionona, aunque la concentración de ambas es muy variable, siendo 

mayor en variedades aromáticas y en variedades tintas (Ribéreau-Gayon, 

Glories, et al., 2003). 

Figura 1.9. Estructura de los C13 norisoprenoides más abundantes en la uva.

Dentro de los no megastigmanos, destacan el TDN (1,1,6-trimetil-1,2-

dihidronaftaleno), característico por su olor a queroseno, y el vitispirano y los 

actinodoles, característicos por su olor a alcanfor o eucalipto (Ribéreau-Gayon, 

Glories, et al., 2003; Togores, 2006). Estos compuestos están generalmente 

ausentes en las uvas y en los vinos jóvenes, formándose fundamentalmente

durante el envejecimiento (Darriet et al., 2012; Ribéreau-Gayon, Glories, et al., 

2003). 
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1.4.1.4. Compuestos C6

Dentro de los aromas primarios, también se sitúan los compuestos C6, es decir, 

con 6 átomos de carbono. Se encuentran en las uvas como volátiles libres, y, 

puesto que su contenido puede aumentar en el momento en que la baya se separa 

del racimo y en el resto de etapas prefermentativas, se consideran aromas 

prefermentativos (Rubio-Bretón et al., 2019). Son conocidos como volátiles de 

hoja verde, debido a su aroma herbáceo y verde, característico de uvas poco 

maduras. Estos compuestos se pueden encontrar principalmente en forma de 

alcoholes y aldehídos, pero también en forma de cetonas, ácidos, ésteres y 

lactonas (Alem et al., 2018). Algunos de los compuestos C6 más característicos en 

las uvas son el 1-hexanol, (Z) y (E)-3-hexen-1-ol, (E)-2-hexenal y hexanal (Figura 

1.10). Estos compuestos derivan principalmente de la oxidación de ácidos grasos 

por la vía de la lipoxigenasa (Figura 1.6) (Alem et al., 2018; Robinson et al., 2014b). 

Sus umbrales de percepción oscilan entre las unidades y las decenas de μg/L,

para los aldehídos, y entre las centenas y millares de μg/L, para los alcoholes

(Ferreira & Lopez, 2019; Rubio-Bretón et al., 2019). 

Figura 1.10. Estructura de los principales compuestos C6 encontrados en la uva.

1.4.1.5. Otros compuestos

En la baya, también suelen estar presentes otro tipo de compuestos como los 

bencenoides, ésteres, ácidos grasos, alcoholes superiores, tioles, etc. Estos se

encuentran mayoritariamente como precursores glicosilados y se liberan

generalmente durante la fermentación y el envejecimiento (Togores, 2006).
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1.4.2. Evolución de los aromas primarios a lo largo de la maduración de la uva 

La evolución de los aromas primarios a lo largo de la maduración de las bayas 

está muy influenciada por los factores mencionados en el Apartado 1.3.2. Al 

desarrollo del aroma en la baya a lo largo de su maduración se le propuso el 

nombre de engusting, que significa que la baya está adquiriendo aromas y sabores 

atractivos (Coombe & McCarthy, 1997; González-Barreiro et al., 2015). Por lo 

general, cada familia de compuestos volátiles evoluciona a lo largo de la 

maduración de una forma distinta, ya que unas aumentan y otras disminuyen, 

pero se puede modular dicha evolución mediante la práctica de distintas técnicas 

vitícolas (Alem et al., 2018; González-Barreiro et al., 2015; Mendez-Costabel et al., 

2014; Robinson et al., 2014b). 

Por ejemplo, el nivel de metoxipirazinas en la baya disminuye drásticamente 

a lo largo de la maduración, siendo mayor su concentración en regiones más frías 

(Alem et al., 2018; He et al., 2023). La disminución de las metoxipirazinas a lo 

largo de la maduración es positiva debido a que estas contribuyen negativamente 

al aroma del vino, proporcionando notas herbáceas y vegetales (Cacho & 

Ferreira, 2010). Además, las metoxipirazinas son sensibles a la luz, por lo que se 

encuentran en mayor concentración en racimos sombreados. Es conveniente 

realizar deshojados totales o parciales, con el fin de reducir el contenido de estas 

sustancias en la medida de lo posible (Togores, 2006).  

Los niveles de alcoholes monoterpénicos aumentan durante el desarrollo de la 

baya, y algunos, como el α-terpineol, el citronelol o el linalool, no se encuentran 

en cantidades apreciables hasta el envero. Sin embargo, dejan de aumentar una 

vez alcanzado el estado óptimo de maduración, e incluso pueden disminuir en 

uvas sobremaduras (Flanzy, 2000).  

Los C13 norisoprenoides aumentan desde el envero hasta el final de la 
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maduración, de la misma forma que descienden los carotenoides (Togores, 2006). 

Los carotenoides se acumulan antes del envero en el hollejo de la baya y se van 

degradando a medida que aumenta su exposición a la luz. Por lo tanto, al final 

de la maduración es cuando se forman los C13 norisoprenoides (Darriet et al., 

2012), observándose que su acumulación comienza antes de la madurez 

industrial óptima (Rubio-Bretón et al., 2019).  

Por último, a pesar de que los compuestos C6 son considerados 

prefermentativos, también están presentes en la uva y evolucionan a lo largo de 

su maduración. Por lo general los aldehídos disminuyen a lo largo de la 

maduración, mientras que los alcoholes aumentan. Esto supone un efecto 

positivo en el aroma, debido a que los alcoholes tienen umbrales de percepción 

más altos, por lo que disminuye la percepción del carácter herbáceo en las bayas 

más maduras (González-Barreiro et al., 2015; Rubio-Bretón et al., 2019).  
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1.5. TÉCNICAS TRADICIONALES PARA LA 

DETERMINACIÓN DE COMPUESTOS VOLÁTILES EN 

UVA 

Como punto de partida para el comienzo de esta tesis doctoral se llevó a cabo 

una exhaustiva búsqueda bibliográfica sobre las técnicas más utilizadas para la 

extracción y posterior determinación de compuestos volátiles en uva y vino, así 

como de una nueva técnica, cuyo potencial para la extracción de compuestos 

volátiles en muestras de comida y bebida puede ser fácilmente transferible a la 

uva y al vino. Con esta información se escribió un artículo de revisión (Marín-

San Román et al., 2020) (Anexo I) que nos llevó a elegir las técnicas a optimizar, 

durante este tesis doctoral, para la extracción de compuestos volátiles en mosto. 

Como se ha comentado en el apartado anterior, existen centenares de 

compuestos volátiles en la uva, que son ampliamente conocidos gracias a las 

técnicas cromatográficas que se han ido desarrollando a lo largo de los años. La 

concentración de estos compuestos en la uva es muy amplia, del rango de pocos 

ng/L a g/L, por lo que, para llevar a cabo su identificación y cuantificación, 

normalmente es necesaria una etapa de preparación de muestra (extracción, 

preconcentración, fraccionamiento y aislamiento), previa al análisis 

cromatográfico (Marín-San Román et al., 2020; Perestrelo et al., 2011; Sánchez-

Palomo et al., 2009). La preparación de la muestra es una de las etapas del método 

analítico que habitualmente más tiempo requiere, siendo un paso crítico, ya que     

se pueden cometer errores significativos debidos a la pérdida de analitos 

(Kataoka et al., 2000).  

Las técnicas de preparación de la muestra han ido evolucionando en busca de 

una mayor exactitud, precisión y sensibilidad, y una minimización de los costes, 

de los disolventes, del volumen de muestra utilizado y del tiempo requerido para 
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dicha preparación (Marín-San Román et al., 2020; Serrano de la Hoz, 2014). En la 

actualidad se conocen numerosas técnicas para la extracción de compuestos 

volátiles en mosto, desde las más antiguas, y ya casi obsoletas para esta función, 

como la extracción líquido-líquido (LLE, Liquid - Liquid Extraction) y la extracción 

en fase sólida (SPE, Solid Phase Extraction), hasta algunas más recientes, y muy 

utilizadas actualmente, como la microextracción en fase sólida (SPME, Solid Phase 

Microextraction) o la optimizada en el desarrollo de esta tesis doctoral, extracción 

mediante barrita agitadora absorbente (SBSE, Stir Bar Sorptive Extraction) y su 

variante multi-SBSE (mSBSE, multi-Stir Bar Sorptive Extraction), también 

optimizada. Además, en esta tesis doctoral también se ha optimizado una técnica 

de extracción muy novedosa, que nunca había sido utilizada para la extracción 

de compuestos volátiles en mosto, conocida como microextracción en fase sólida 

mediante lámina de malla de carbono o película fina (TF-SPME, Thin Film -Solid 

Phase Microextraction). 

El método analítico más utilizado para determinar los compuestos volátiles de 

la uva y del vino, extraídos mediante las técnicas mencionadas anteriormente, es 

la cromatografía de gases (GC, Gas Chromatography), desarrollada en 1951 (A. T. 

James & Martin, 1951). En dicha técnica se pueden utilizar varios detectores, pero 

el más empleado para estudiar los compuestos volátiles de la uva y del vino es el 

detector de espectrometría de masas (MS, Mass Spectrometry), que permite 

identificar moléculas ionizadas en base a su relación masa/carga (m/z) (Robinson 

et al., 2014a).   
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1.5.1. SBSE-GC-MS 

La técnica de SBSE fue introducida por primera vez por Baltussen et al. (1999). 

Se basa en el uso de una barrita magnética, encapsulada en una cubierta de vidrio 

revestida de material absorbente, conocida como Twister. Como indica el nombre 

de la técnica, es un proceso de absorción y no de adsorción superficial, es decir, 

los analitos se absorben en todo el volumen de la fase estacionaria del Twister. El 

proceso se divide en dos pasos principales: la extracción y la desorción (Baltussen 

et al., 1999; Costa Freitas et al., 2012; Z. Li et al., 2017; Nogueira, 2012, 2015; Prieto 

et al., 2010).  

Para llevar a cabo la extracción de los compuestos de interés que se encuentran 

en la muestra hay que introducir el o los Twisters en la misma durante un tiempo 

determinado. Esto se puede hacer de dos modos, por espacio de cabeza (HS, Head 

Space) o por inmersión directa (DI, Direct Immersion) (Costa Freitas et al., 2012; 

Nogueira, 2015):  

 Espacio de cabeza (HS): el Twister se introduce en un inserto de vidrio, que 

se coloca en el HS del vial de extracción. La muestra se agita el tiempo 

necesario, con un agitador magnético de vidrio de borosilicato, y, a veces, 

se calienta para facilitar el equilibrio entre la muestra y la fase gaseosa del 

HS. Se puede utilizar en muestras sólidas, líquidas y gaseosas. Esta técnica 

es conocida como HS-SBSE. 

 Inmersión directa (DI): el Twister se introduce directamente en la muestra 

líquida, por lo que también actúa como agitador magnético. La muestra se 

agita durante el tiempo necesario para que se produzca el equilibrio entre 

la muestra y la fase absorbente. También se puede calentar para facilitar 

dicho equilibrio, aunque no es tan necesario como en HS-SBSE. Esta 

técnica es conocida como SBSE.  
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Una vez extraídos los analitos de interés, el Twister se lava con agua destilada 

y se seca con un papel. Una vez seco, se introduce en el tubo de desorción térmica 

y se coloca en la bandeja del automuestreador multipropósito (MPS, Multi 

Purpose Sampler), que está acoplado al GC-MS (Figura 1.11).

Una vez introducidos los Twisters en los tubos de desorción térmica, los 

compuestos absorbidos en los mismos se desorben térmicamente en la unidad de 

desorción térmica (TDU, Thermal Desorption Unit) (Figura 1.11). Para ello, se 

emplea una rampa de temperatura, se retienen en el sistema de inyección 

refrigerado (CIS-4, Cooled Injection System) mediante un proceso de enfriamiento 

o crioconcentración (con N2 líquido o con el dispositivo de enfriamiento 

criostático (CCD2, Cryostatic Cooling Device)), y, finalmente, se transfieren a la 

columna cromatográfica mediante otra rampa de Tª programada en el CIS-4. 

Figura 1.11. Partes de un cromatógrafo de gases-espectrómetro de masas (GC-MS)
acoplado a un sistema automuestreador multipropósito (MPS).

SBSE mejora la sensibilidad respecto a SPME, entre 50 y 250 veces, debido a 

que la cantidad de material absorbente en SBSE es mucho mayor (24-126 μL) que 
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en SPME (0,6 μL), por lo que la relación de fase y el contacto de la fase absorbente 

con los analitos durante la extracción es mayor, lo que permite una extracción 

más eficiente, y la extracción de volúmenes mayores, convirtiéndola en una 

técnica muy versátil (Baltussen et al., 1999; Hjelmeland et al., 2016; Z. Li et al., 

2017; Marín et al., 2005).  

El material absorbente más utilizado para esta técnica es el polidimetilsiloxano 

(PDMS). Este material tiene carácter inerte, lo que reduce el riesgo de que se 

formen compuestos sobre su superficie, es fácil de sintetizar, tiene un alto 

rendimiento de extracción y los productos derivados de su degradación son 

fácilmente identificables por MS, lo que lo hace un absorbente muy adecuado 

para la SBSE. El Twister de PDMS se puede utilizar decenas de veces sin mostrar 

signos de degradación física (Nogueira, 2015). La cantidad de material 

absorbente del Twister varía en función de la longitud del mismo, siendo 24 μL 

para el de 10 mm y 126 μL para el de 20 mm (Bicchi et al., 2002; Castro-Mejías et 

al., 2008; Lanças et al., 2009). El PDMS es una fase polimérica apolar, por lo que 

principalmente absorbe compuestos apolares. Por este motivo se han probado 

nuevos recubrimientos que permitan resolver el problema de la polaridad, pero 

solo se ha comercializado el de etilenglicol (EG), que es compatible con la 

desorción térmica (Ochiai et al., 2018; Serrano de la Hoz et al., 2016). El EG puede 

unirse a compuestos más polares, sin embargo, no es tan estable como el PDMS, 

por lo que la vida útil de los Twisters de EG es menor (Z. Li et al., 2017). El Twister 

de EG puede colocarse en el HS o fijarse en la pared interior mediante un clip 

magnético. Sin embargo, no se utilizan por DI, ya que al ser más frágiles que los 

de PDMS, pueden romperse con mayor facilidad (Ochiai, 2018; Ochiai et al., 

2013). 

Por todos estos motivos, el mayor inconveniente que presenta la SBSE es el 

bajo número de materiales absorbentes disponibles (Prieto et al., 2010).  
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1.5.1.1. mSBSE-GC-MS   

En los últimos años se ha estudiado una posible combinación de ambos 

Twisters, el de PDMS y el de EG, llamada multi-SBSE (mSBSE), con el fin de 

aumentar el rango de polaridades de los compuestos absorbidos. 

mSBSE fue desarrollada por Ochiai et al. (2013), siendo la única técnica hasta la 

fecha que combina dos Twisters diferentes. En esta técnica, el Twister de PDMS 

siempre se utiliza por DI y como agitador magnético, mientras que el Twister de 

EG se puede utilizar por DI, sujeto a la pared lateral con una pinza magnética 

(Ochiai et al., 2013, 2018) (Figura 1.12), y por HS, también sujeto en la pared lateral 

con la pinza magnética, pero sin tocar la muestra (Berrou et al., 2019), o colocado 

en cualquier dispositivo para HS (Vyviurska et al., 2022).  

La combinación de ambos absorbentes permite cubrir un amplio rango de 

polaridades de los analitos, y, por lo tanto, aumentar el número de compuestos 

aromáticos extraídos en comparación con la SBSE convencional (Berrou et al., 

2019; Ochiai, 2018; Ochiai et al., 2013).  

 

Figura 1.12. Procedimiento de la mSBSE propuesto por Ochiai (2018). 
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Las etapas de extracción y desorción son iguales que en SBSE, pero en este caso 

ambos Twisters se desorben simultáneamente en el mismo tubo de desorción 

(Figura 1.12). Actualmente existen muy pocos trabajos en los que se utilice la 

mSBSE (Berrou et al., 2019; Ochiai, 2018; Ochiai et al., 2013) y solo uno la emplea 

en uva o vino (Vyviurska et al., 2022). 

1.5.2. TF-SPME-GC-MS 

TF-SPME fue descrita por primera vez por Bruheim et al. (2003) con el objetivo 

de mejorar la sensibilidad de métodos anteriores como SPME o SBSE. El 

dispositivo para la TF-SPME consiste en una lámina de malla de carbono (TF, 

Thin Film) (20 mm x 4,8 mm) impregnada con una fase absorbente. En este caso, 

dicha fase se compone de más de un material absorbente, con el objetivo de 

solventar el problema que presenta la SBSE respecto a la polaridad de los analitos 

a extraer. Actualmente existen láminas de PDMS/divinilbenceno (PDMS/DVB), 

de PDMS/carboxeno (PDMS/CAR) y de PDMS/balance hidrofílico-lipofílico 

(PDMS/HLB) (Kfoury, Whitecavage, et al., 2021; Vernarelli et al., 2019). La 

principal ventaja que presenta la TF-SPME frente a la SPME tradicional es que 

utiliza un mayor volumen de fase extractiva, con una mayor superficie 

absorbente y un menor grosor. Tener un mayor volumen de fase implica un 

aumento en la sensibilidad, mientras que tener una mayor superficie absorbente 

y un menor grosor hace que se alcance más rápidamente el equilibrio de 

extracción. Por lo que, si se añade un volumen de fase absorbente muy grande 

sobre una lámina ultrafina, dará lugar a una cinética de extracción más rápida 

(Huang et al., 2020; Olcer et al., 2019).  

La TF puede ser utilizada por HS o por DI. En el modo HS, la TF se coloca 

sobre la muestra sólida o líquida, en un vial cerrado. En el modo DI, la TF se 

coloca directamente dentro de una muestra líquida (Marín-San Román et al., 

2020; Stuff et al., 2018). Tanto por HS como por DI, la muestra se somete a 
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agitación con un agitador magnético de vidrio de borosilicato. Una vez 

terminada la extracción, la TF se limpia con agua destilada y se seca con un papel. 

Una vez seca, se introduce en el tubo de desorción y se coloca en la bandeja del 

GC-MS, desorbiéndose los compuestos siguiendo el mismo procedimiento que el 

explicado para SBSE (Apartado 1.5.1).  

TF-SPME ha sido utilizada para la extracción de compuestos aromáticos en 

alimentos y bebidas (Kfoury, Whitecavage, et al., 2021; Stuff et al., 2018; 

Vernarelli et al., 2019), demostrándose que presentaba numerosas ventajas frente 

a SPME y SBSE. Sin embargo, nunca había sido utilizada para la extracción de 

compuestos volátiles en mostos de uva, lo que impulsó a la optimización de esta 

novedosa técnica, para dicho fin, en el trascurso de esta tesis doctoral. 
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1.6. MÉTODO CLÁSICO PARA LA MEDIDA DE LOS SÓLIDOS 

SOLUBLES TOTALES EN MOSTO 

Los sólidos solubles totales (TSS) de los mostos constituyen el conjunto de 

sustancias presentes, diferentes al agua, que se encuentran en la muestra en fase 

líquida. En los mostos refleja la influencia de los compuestos disueltos más 

pesados que el agua (azúcares, ácidos, sales, etc.) (Pérez-Juan & Morales-

Ordónez, 1998). 

La determinación de los TSS en el mosto es esencial, ya que proporciona una 

medida del grado de madurez de la uva y permite conocer su concentración en 

azúcares para estimar el grado alcohólico probable (Pérez-Juan & Morales-

Ordónez, 1998). Al inicio de la maduración (hasta el envero), los TSS en la uva 

están formados principalmente por ácidos, que van disminuyendo a lo largo de 

la maduración, donde aumentan los azúcares.  

La determinación de los TSS se efectúa a menudo por una medida física directa 

como la densimetría o la refractometría (Figura 1.13). Una de las principales 

ventajas que presenta la refractometría frente a la densimetría es la mínima 

cantidad de muestra que se utiliza y el menor tiempo necesario para su 

determinación. Los resultados se pueden expresar en distintas unidades, aunque 

la más extendida es el ⁰Brix, que se define como gramos de sólidos solubles 

totales / 100 g de mosto.  



1.6. Método clásico para la medida de los sólidos solubles totales en mosto

55

Figura 1.13. A) Refractómetro portátil para la medida de los sólidos solubles totales
directamente en el viñedo. B) Medida de la densidad de un mosto en la bodega.

La concentración óptima de componentes deseables en la uva como el aroma 

o los compuestos fenólicos, rara vez coincide con la concentración óptima de TSS, 

de ser así, la determinación de la madurez óptima sería una tarea fácil. Por este 

motivo, como ya se ha indicado en el Apartado 1.3.4, es necesario desarrollar una 

herramienta que permita estimar el contenido de TSS y el de otros compuestos 

de la uva, como los compuestos aromáticos y/o fenólicos, de forma simultánea, 

rápida, no invasiva y a lo largo de su maduración, y de este modo disponer de 

una mayor información a la hora de fijar la fecha de vendimia. 
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1.7. MÉTODOS NO INVASIVOS 

Para garantizar la calidad del producto final, en este caso del vino, es necesario 

tomar las decisiones de forma rápida, por lo que se requiere de analizadores de 

procesos y herramientas de control en tiempo real (explicadas a continuación), 

así como de nuevas herramientas multivariantes para el diseño experimental y el 

análisis de datos (Apartado 1.8) (Amigo et al., 2013).  

Tanto las técnicas tradicionales para la medida de los compuestos aromáticos 

(Apartado 1.5), como las de medida de los TSS (Apartado 1.6), requieren varias 

etapas como son: la recogida de muestras, la preparación de las mismas, la 

extracción de los compuestos (en el caso de los compuestos aromáticos), medidas 

instrumentales sofisticadas (a menudo inaccesibles para el viticultor y/o el 

enólogo). Además, no ofrecen información en tiempo real, lo que dificulta, en 

muchos casos, el seguimiento correcto de la maduración de las bayas.  

Estos problemas se podrían resolver con la implementación de técnicas 

espectroscópicas, como la espectroscopía de infrarrojo cercano (NIRS, Near 

Infrared Spectroscopy) y la imagen hiperespectral (HSI, Hyperspectral Imaging). 

Estas nuevas metodologías de medida no invasiva disminuyen las operaciones 

respecto a las técnicas tradicionales, reduciendo el tiempo de medida y la 

instrumentación (puesto que se trata de técnicas con las que se pueden medir 

varios parámetros de forma simultánea), evitando la pérdida de muestra (se 

realizan con la baya intacta), reduciendo costes y proporcionando información 

en tiempo real. Además, estas técnicas le permitirían al viticultor realizar 

seguimientos de la maduración de forma periódica, y, por lo tanto, poder tomar 

decisiones sobre las prácticas vitícolas (Apartado 1.3.2) a emplear con el fin de 

modular la evolución de los parámetros o constituyentes de la baya, así como 

definir la fecha de vendimia de una forma más precisa y con la mayor cantidad 

de información posible. Por otro lado, la instalación de un espectrómetro de 
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infrarrojo cercano (NIR, Near Infrared) y/o de una cámara hiperespectral en la 

bodega permitiría separar las uvas en diferentes depósitos de fermentación en 

función de su calidad o características enológicas, y así poder elaborar vinos con 

distintos atributos y calidades.  

1.7.1. Espectroscopía de infrarrojo cercano (NIRS) 

La luz y la visión se han relacionado desde hace miles de años. Los antiguos 

griegos ya postulaban que los ojos emitían rayos que permitían que las cosas 

fueran vistas. En 1800, William Herschel diseñó un espectrómetro en el que el sol 

servía como fuente de radiación, con un prisma como elemento dispersor y un 

termómetro como detector. En primer lugar midió el calor radiante en la región 

del visible (VIS), y al desplazar el termómetro más allá del extremo rojo del 

espectro, se dio cuenta de que la Tª era superior a la de la región VIS, suponiendo 

esto el descubrimiento de un espectro no visible, y del primer espectrómetro de 

NIR (Ciurczak et al., 2021; Herschel, 1800; Shaw & Mantsch, 2016). Sin embargo, 

no fue hasta 1912 cuando Fowle publicó el primer trabajo de una medida 

cuantitativa por NIRS, seguido por Ellis y Bath en 1938 y por Barchewitz en 1940. 

150 años más tarde de su descubrimiento, Wilbur Kaye en 1950, Goddu en 1960 

y Kermit Whetsel en 1968, responsables de asentar las bases de la espectroscopía 

analítica, analizaron el estado del arte, encontrando únicamente 50 trabajos en los 

que se utilizaba la NIRS para realizar medidas cuantitativas (Ciurczak et al., 2021; 

Shaw & Mantsch, 2016). Ya en 1980, los investigadores comenzaron a publicar de 

forma exponencial, hasta alcanzar casi las 3.000 publicaciones de NIRS en 1997 

(McClure, 2003).  

Las aplicaciones de la NIRS se pueden organizar cronológicamente en: era de 

los descubrimientos, 1800-1939; era de la definición y la visión, 1940-1959; era de 

la agricultura, 1960-1979; era de la quimiometría, 1980-1989; era de la industria, 

1990-1999; y era de la imagen, 2000 en adelante (McClure, 2003).  
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La seguridad alimentaria cada vez recibe más atención por parte de la 

sociedad, ya que está relacionada con la salud de las personas. La NIRS es un 

método no destructivo y rápido que, en la última década, se ha aplicado a la 

evaluación de la calidad de los alimentos (Cen & He, 2007; L. Wang et al., 2017; 

X. Wang, 2019). Sus principales ventajas son un análisis rápido y no destructivo, 

buena reproducibilidad y bajo coste. Debido a estas características que presenta 

la NIRS, las muestras pueden ser utilizadas para análisis posteriores, es una 

técnica respetuosa con el medio ambiente, requiere poca o ninguna preparación 

de la muestra, puede medir distintos constituyentes de forma simultánea, 

proporciona información en tiempo real, se puede utilizar para materiales muy 

diversos, etc. (Fernández-Novales, 2009; Marten et al., 1989; Williams & Norris, 

2001).  

Por otro lado, la NIRS también presenta algún inconveniente, por ejemplo, 

debido a la gran cantidad de datos espectrales, así como al solapamiento de 

algunas bandas de absorbancia, es necesario el empleo de la quimiometría para 

sintetizar los datos y simplificar su interpretación. Otra de las limitaciones de la 

NIRS es que necesita un método de referencia que permita relacionar la 

información espectral con las medidas cuantitativas y/o cualitativas 

proporcionadas por el método de referencia (Ciurczak et al., 2021; Fernández-

Novales, 2009; Shenk & Westerhaus, 1995; Williams & Norris, 2001). Asimismo, 

a la hora de llevar a cabo la adquisición de espectros, existen numerosos factores 

externos que pueden influir, como la humedad del ambiente, la temperatura, la 

luz, etc.   
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1.7.1.1. Fundamentos teóricos de la NIRS 

La NIRS se basa en las distintas propiedades de absorción de los principales 

componentes químicos de una muestra, lo que sirve para diferenciarlos. La suma 

de estas propiedades de absorción, combinada con las propiedades de dispersión 

de la propia muestra, determina la reflectancia difusa. Tratando de forma 

adecuada dicha reflectancia se puede obtener información sobre la composición 

de la muestra (Marten et al., 1989). Se trata de una técnica espectroscópica 

vibracional molecular basada en la absorción producida cuando la longitud de 

onda (λ) de la radiación electromagnética vibra a la misma frecuencia específica 

que los enlaces moleculares que forman los componentes de la muestra analizada 

(Fernández-Novales, 2009). El rango espectral del NIR se sitúa entre la región VIS 

y la región del infrarrojo (IR), es decir, entre 780 nm y 2.526 nm (Figura 1.14).  

 

Figura 1.14. Espectro electromagnético (Fuente: https://scancotec.com/blog/beneficios-
de-la-espectroscopia-nir-parte-2/).  

Los enlaces moleculares encargados de producir la absorción de la radiación 

son del tipo C-H, N-H y O-H, y dicha absorción se produce debido a las 

vibraciones y movimientos de plegado, alargamiento o deformación de dichos 

enlaces (J. L. Li et al., 2016; X. Wang, 2019). De este modo, las frecuencias de 

absorción se pueden relacionar con un tipo de enlace en particular, por lo que se 

puede construir un espectro que se comporte como una huella dactilar de la 

muestra (Cen & He, 2007). En resumen, se pueden observar señales en los 
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espectros NIR de los distintos compuestos químicos, debidas a las vibraciones y 

movimientos moleculares (Siesler, 2016).  

La región NIR se divide en NIR de onda corta (SW-NIR, Short Wave-Near 

Infrared) (800-1.300 nm) y NIR común a partir de 1.300 nm. Las bandas presentes 

en los espectros de IR corresponden a diferentes transiciones entre niveles 

vibracionales. Las transiciones energéticas permitidas no solo se observan en 

bandas de frecuencias fundamentales, sino también como sobretonos y 

combinaciones de bandas (Siesler, 2016; Zamora, 2013). Las absorciones 

fundamentales dan lugar a las bandas de mayor intensidad, y son transiciones 

vibracionales desde el estado fundamental hasta el primer estado excitado (ν). 

Los sobretonos son las transiciones vibracionales que van desde el estado 

fundamental hasta estados excitados superiores (2ν, 3ν). Las bandas de 

combinación aparecen a una nueva frecuencia que es el resultado de la suma de 

dos o más absorciones fundamentales (νcomb = ν1 + ν2). Las bandas de diferencia, 

al igual que las de combinación, dan lugar a una nueva frecuencia como resultado 

de la diferencia entre dos o más absorciones fundamentales (νcomb = ν1 – ν2). 

Algunos sobretonos y bandas de combinación pueden dar lugar a bandas tan 

intensas como alguna absorción fundamental cercana, lo que provoca el 

acoplamiento de ambas, dando lugar a la resonancia de Fermi (Siesler, 2016). La 

región SW-NIR se considera la banda de absorción de los sobretonos altos (3, 4, 

5, …), mientras que la región NIR pertenece al primer y segundo sobretono. A 

medida que aumenta el sobretono, disminuye la intensidad de absorción (Cen & 

He, 2007; Siesler, 2016). En la Figura 1.15 se puede observar la distribución de los 

principales sobretonos producidos por los enlaces orgánicos en la región NIR.  
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Figura 1.15. Distribución de sobretonos y combinación de sobretonos de los principales 
enlaces orgánicos en la región NIR. “=”: posición de absorción de los enlaces; “C”: 

combinación de tonos; “2, 3, 4, 5”: primer, segundo, tercer y cuarto sobretono. “ArCH”: 
enlace C-H en los grupos aromáticos (Cen & He, 2007). 

Según la ley de Lambert-Beer (Ecuación 1.1), las composiciones químicas de los 

alimentos y la intensidad de las bandas de absorción están correlacionadas 

positivamente. Por lo que la mayoría de productos químicos y biológicos 

presentan absorciones únicas que pueden utilizarse para análisis cualitativos y 

cuantitativos (X. Wang, 2019).  

La ley de Lambert-Beer (Ecuación 1.1), 

donde K es el coeficiente de absorción molecular, c la concentración de 

moléculas absorbentes, l el paso óptico de la luz a través de la muestra, I0 la 

intensidad de la radiación sobre la muestra, It la intensidad de la energía 

transmitida y T la transmitancia de la muestra.   

 Ecuación 1.1 
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1.7.1.2. Instrumentación de la NIRS 

Los instrumentos constituyen un pilar fundamental en la NIRS. Estos han ido 

evolucionando desde los simples equipos basados en filtros y dispersores con 

rejillas de difracción, hasta espectrómetros mucho más sofisticados. A pesar de 

que la NIRS estuvo durante mucho tiempo poco explorada, a partir de las 

décadas de 1980-1990, se produjo una revolución en el uso de la NIRS como 

técnica analítica. Este hecho impulsó el desarrollo de una gran variedad de 

espectrómetros NIR (Shaw & Mantsch, 2016). En función de la aplicación, los 

espectrómetros NIR se pueden dividir en espectrómetros de laboratorio, 

portátiles y en línea. En los últimos años se han desarrollado sistemas NIR 

portátiles para su fácil uso sobre el terreno (Ye et al., 2023). 

En general, un espectrómetro NIR está formado por los siguientes 

componentes (Figura 1.16):  

 Fuente de iluminación: es la encargada de iluminar la muestra, se dividen 

en fuentes de banda ancha (térmicas), que producen radiación que abarca 

la región espectral continua, y fuentes de banda estrecha (no térmicas), 

emiten dentro de una banda espectral estrecha, y se utilizan 

principalmente en sistemas de bajo coste, portátiles o específicos de esa λ. 

Las lámparas halógenas de volframio (tungsteno) son baratas y pueden 

ofrecer una alta intensidad en el NIR. Conviene tener especial cuidado con 

las variaciones en la intensidad de luz, por lo que suele ser necesaria una 

configuración del espectrómetro para compensar las posibles 

fluctuaciones (Cen & He, 2007; Shaw & Mantsch, 2016).   

 Divisor de haz o dispositivo para la discriminación de las longitudes de 

onda: desempeña un papel muy importante en el espectrómetro NIR, ya 

que se utiliza para convertir la luz multicolor, en luz monocolor. Es decir, 
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permiten el paso de forma selectiva de λ discretas. Algunos de los 

dispositivos para discriminar longitudes de onda más utilizados son el 

filtro de luz, el interferómetro y las rejillas (Cen & He, 2007).  

 Sistema de presentación de la muestra: lugar donde se coloca la muestra, 

y se produce la interacción entre la radiación NIR y el producto analizado. 

Depende mucho del tipo de muestra, por lo que el diseño correcto del 

mismo es crítico para obtener información espectral de calidad 

(Fernández-Novales, 2009; Shaw & Mantsch, 2016; Zamora, 2013).  

 Detector o detectores: generalmente son semiconductores fotosensibles 

que producen una señal de tensión proporcional a la intensidad de la luz 

que reciben. Los detectores más comunes empleados en los instrumentos 

modernos son los basados en semiconductores como arseniuro de galio e 

indio (InGaAs), sulfuro de plomo (II) (PbS), arseniuro de indio (InAs), etc. 

El de PbS es el más ampliamente utilizado ya que cubre el rango de 900-

2.600 nm. Para medidas de transmisión en sólidos, el más utilizado es el 

de InGaAs refrigerado, que muestra una muy buena detección en la región 

de 1.100-1.750 nm (Pasquini, 2018).  

 Procesador o expedidor de la señal: suele tratarse de un ordenador que 

dispone del software necesario para la adquisición de datos.  
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Figura 1.16. Partes de un espectrómetro NIR (adaptado de X. Wang, 2019). 

1.7.1.3. Adquisición y detección de la NIRS

La detección de la radiación NIR absorbida por la muestra se realiza mediante 

la medida de la transmitancia, reflectancia, interactancia y transflectancia, 

dependiendo de la muestra que se vaya a medir, de los constituyentes a analizar

y de la posición de los detectores (Figura 1.17) (Kawano, 2002; J. L. Li et al., 2016; 

Osborne et al., 1993):

Transmitancia: mide la radiación que atraviesa una muestra. Se utiliza 

para gases, líquidos, semilíquidos y sólidos.

Reflectancia: mide la radiación reflejada desde la superficie de la muestra. 

Se usa para sólidos y semisólidos. 

Transflectancia: la radiación se transmite a través de la muestra, se refleja 

en una placa de reflexión difusa (reflector) y a continuación se vuelve a 

transmitir a través de la muestra, pero en dirección contraria. Se usa 

principalmente para líquidos y semilíquidos. 
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Interactancia: solo detecta la luz transmitida a través de la muestra, ya que 

la luz incidente es forzada a entrar en la muestra antes de llegar al detector, 

implica la iluminación y la detección en puntos separados lateralmente en 

la superficie de la muestra. Se utiliza principalmente para muestras sólidas 

y semisólidas. 

Figura 1.17. Formas de detección de análisis NIR para muestras agroalimentarias 
(adaptado de Kawano, 2002).

1.7.2. Imagen hiperespectral (HSI)

La HSI es otra alternativa a las técnicas de análisis tradicionales, ya que, como 

se ha mencionado a lo largo del Apartado 1.7, es una técnica no destructiva, de 

respuesta rápida, que proporciona una gran cantidad de información del 

producto y aplicable a todas las fases de producción del producto. Además, 

permite evaluar de forma precisa y simultánea diferentes parámetros en 

muestras distintas y procesar la información en tiempo real (Chávez-Segura & 

Vejarano, 2021). 

Los inicios de la HSI se remontan al siglo XIX, cuando el astrónomo P.J.C. 

Janssen utilizó un monocromador de doble rendija para observar la corona solar. 

Dicho monocromador era el único medio para obtener espectros de banda 
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estrecha, obteniéndose la imagen girando el dispositivo rápidamente mientras se 

observaba la rendija de salida. De este modo, ajustando la posición relativa de la 

rendija de salida con respecto a la dispersión del prisma, se podía ver la misma 

escena a diferentes λ. Tres décadas más tarde, Fabry y Perot desarrollaron su 

filtro interferométrico, que por primera vez permitía ver una escena completa a 

una banda espectral estrecha y ajustar la λ del filtro. Esto les permitió construir 

representaciones del objeto con dimensiones (x, y, λ), aunque de forma muy 

laboriosa (Hagen & Kudenov, 2013).  

1.7.2.1. Fundamentos teóricos de la HSI 

Mientras que la NIRS proporciona una gran resolución espectral (muchas λ), 

pero en un área espacial relativamente reducida, las imágenes hiperespectrales 

(HSI) combinan el potencial de la espectroscopía (gran resolución espectral), con 

la información que proporciona un espacio bidimensional, como puede ser una 

imagen (Ye et al., 2023). Este hecho permite evaluar la composición interna de la 

muestra (espectroscopía), así como sus características externas (imagen) 

(Chávez-Segura & Vejarano, 2021; Wu & Sun, 2013). En HSI, cada píxel de una 

imagen completa representa un espectro completo en un rango electromagnético 

específico (> 100 λ) (Figura 1.18). De este modo se puede obtener información de 

datos tridimensionales (3D) de la muestra, incluyendo la información espectral 

unidimensional (1D) y la información espacial (imagen) bidimensional (2D), lo 

que es útil para obtener información tanto cualitativa como cuantitativa de la 

muestra (Amigo et al., 2013; Wu & Sun, 2013; Ye et al., 2023).  

En la Figura 1.18 se muestra el esquema típico de HSI, donde las imágenes 

obtenidas son cubos hiperespectrales tridimensionales (hipercubos), que 

comprenden cientos de imágenes de una misma muestra a diferentes λ, así como 

información espacial bidimensional de x filas e y columnas, en las que el espectro 

de cada píxel puede utilizarse para caracterizar una región específica de la 
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muestra (Chávez-Segura & Vejarano, 2021; Wu & Sun, 2013).

Figura 1.18. Esquema de la imagen hiperespectral (HSI) (adaptado de Chávez-Segura 
& Vejarano, (2021)).

El hipercubo consiste en una serie de subimágenes contiguas, una detrás de la 

otra, a diferentes λ (Figura 1.18). Cada subimagen proporciona la distribución 

espacial de la intensidad espectral a una determinada λ. Por lo que una imagen 

hiperespectral descrita como I (x, y, λ) se puede ver como una imagen espacial 

separada I (x, y) en una λ específica, o como un espectro I (λ), en un x y un y

específico (píxel individual) (Figura 1.18) (Wu & Sun, 2013). 

HSI puede combinarse con distintas técnicas espectroscópicas, las cuales 

cubren diferentes rangos de λ, como VIS, SW-NIR, NIR, IR medio (MIR) (2.500 -

25.000 nm), que es la región que va desde el NIR hasta el IR lejano (FIR) (Figura 

1.14), y espectroscopía Raman, que se basa en la dispersión inelástica de la luz 

monocromática, y sirve para determinar la composición química y la estructura 

molecular de una muestra. Los más comunes para la medida de calidad y 

seguridad de los alimentos son los sistemas visible + infrarrojo cercano de onda 

corta (VIS+SW-NIR) que cubren el rango de 400-1.000 nm, que es el sistema 
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utilizado en esta tesis doctoral (ElMasry, Kamruzzaman, et al., 2012; Tahir et al., 

2019).  

1.7.2.2. Instrumentación de la HSI  

Existe una gran cantidad de cámaras hiperespectrales que se diferencian 

principalmente en el mecanismo para la adquisición de las imágenes y en el 

rango espectral que cubren. Un cámara hiperespectral consta principalmente de 

los siguientes módulos (Figura 1.18) (Amigo, 2010; Gendrin et al., 2008; Wu & 

Sun, 2013; Ye et al., 2023):  

 Fuente de iluminación: generan luz como portadora de información para 

excitar o iluminar el objeto, y son una parte esencial de los sistemas de 

inspección óptica. Puede ser una lámpara halógena de volframio 

(tungsteno), diodos emisores de luz, láseres y fuentes de luz sintonizables. 

Las lámparas halógenas son las más utilizadas para la iluminación en el 

VIS y en el NIR.  

 Divisor de haz o selector de longitudes de onda: son filtros sintonizables, 

utilizados para seleccionar λ específicas, espectrómetros de transformada 

de Fourier (FT), que registran varias λ simultáneamente, o rejillas de 

difracción, que eliminan la luz parásita. Son importantes para los sistemas 

de imágenes hiperespectrales que utilizan una fuente de iluminación de 

banda ancha en diferentes λ.  

 Detectores de área: formados principalmente por las cámaras con 

dispositivo de carga acoplada (CCD, charged-couple device) y de 

semiconductor complementario de óxido metálico (CMOS, complementary 

metal-oxide-semiconductor). Estas cámaras son detectores bidimensionales 

de estado sólido, que recogen simultáneamente la información espectral y 

espacial. El silicio (Si), el InGaAs y el teluro de mercurio y cadmio 
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(HgCdTe), son tres de los materiales más usados para imágenes 

hiperespectrales.  

 Sistema de presentación de la muestra: espacio en el que se sitúa la 

muestra de la cual se va a adquirir la señal. Suele ser una plataforma móvil. 

 Procesador o expedidor de la señal: suele ser un ordenador equipado con 

el software de análisis pertinente. 

Todos ellos deben estar cuidadosamente seleccionados y adaptados entre sí, 

para un análisis espectral concreto. Por lo que el diseño de su configuración y 

calibración requiere de un buen conocimiento de la técnica, para poder adquirir 

imágenes hiperespectrales de alta calidad. 

1.7.2.3. Adquisición y detección de la HSI 

Existen cuatro modos de adquisición de imágenes hiperespectrales (Figura 

1.19): dos espaciales (whiskbroom y pushbroom), uno espectral (escaneo de área) y 

uno espacial-espectral (método de disparo único o snapshot) (ElMasry, Barbin, et 

al., 2012; Hagen & Kudenov, 2013; Wu & Sun, 2013): 

 Modo de escaneo de puntos o whiskbroom: se escanea un único punto en 

un píxel para obtener el espectro de ese punto, y se escanean otros puntos 

moviendo el detector o la muestra a lo largo de las dimensiones x e y 

(Figura 1.19A). Este método requiere mucho tiempo para posicionar la 

muestra y necesita un hardware muy avanzado.  

 Modo de escaneo de líneas o pushbroom: registra una línea completa de una 

imagen, así como la información espectral correspondiente 

simultáneamente a cada píxel espacial de la línea. Para obtener el cubo hay 

que moverse a lo largo de la dimensión x (Figura 1.19B). Este método es 

adecuado para los sistemas de cintas transportadoras que se suelen 
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utilizar en las líneas de procesado de alimentos, siendo el método más 

popular.  

 Modo de escaneo de área o de longitud de onda: este enfoque mantiene 

fijo el campo de visión de la imagen, y requiere una imagen en 2D (x, y) 

con información espacial completa en una única λ cada vez. El barrido se 

repite a lo largo de todo el rango de λ (Figura 1.19C). Este escaneo no 

necesita mover ni la muestra ni el detector, y es adecuado para 

aplicaciones en las que el objeto debe permanecer inmóvil.  

 Método de disparo único o snapshot: utiliza un detector de área grande con 

una sola exposición para capturar imágenes (Figura 1.19D), lo que lo hace 

muy adecuado para cuando se necesita una rápida obtención de imágenes 

hiperespectrales.  

 
Figura 1.19. Modos de adquisición en imagen hiperespectral (HSI). A) escaneo por 

puntos; B) escaneo de líneas; C) escaneo de áreas; D) disparo único (adaptado de Wu & 
Sun, (2013)). 

Por otro lado, en HSI existen tres modos de detección, dependiendo de la 

posición de la fuente de luz y del detector óptico: transmitancia, reflectancia e 

interactancia (Figura 1.20) (ElMasry, Kamruzzaman, et al., 2012; Wu & Sun, 2013; 

Ye et al., 2023).  
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Transmitancia: el detector se sitúa al lado opuesto de la fuente de 

iluminación y capta la energía transmitida a través de la muestra, por lo 

que transporta información interna muy valiosa, pero de muy baja 

intensidad. Se suele utilizar para determinar la concentración de 

determinados componentes internos, así como para detectar defectos 

internos en materiales relativamente transparentes. 

Reflectancia: el detector se sitúa en el mismo lado que la fuente de 

iluminación, de este modo, este capta la luz reflejada por la muestra. 

Mediante el modo de reflectancia se detectan características externas como 

el tamaño, la forma, el color, la textura, los defectos externos, etc.

Interactancia: la fuente de iluminación y el detector se sitúan en el mismo 

lado de la muestra y paralelos entre sí. El modo de interactancia capta 

información más profunda de la muestra y capta menos características

superficiales que el modo de reflectancia.   

Figura 1.20. Modos de detección en imagen hiperespectral (HSI) (adaptado de
ElMasry, Kamruzzaman, et al. (2012); y de Wu & Sun, (2013)).
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1.8. ANÁLISIS QUIMIOMÉTRICO 

La quimiometría engloba un conjunto de herramientas que utilizan la 

matemática, la estadística y la informática, para procesar los datos generados por 

los métodos químicos, y así maximizar la extracción de información útil (D. 

Wang et al., 2022).  

Antes de llevar a cabo el análisis quimiométrico hay que extraer la información 

espectral proporcionada por la NIRS y la HSI. Tanto la NIRS como la HSI 

necesitan una corrección con una imagen de referencia en blanco, y otra en negro, 

para normalizar las medidas espectrales y eliminar las señales de ruido aleatorias 

causadas por la iluminación, la temperatura, la humedad, etc. Además, en HSI es 

necesario seleccionar la región o regiones de interés (ROI), y extraerlas usando 

enmascaramiento (eliminar los píxeles que no interesan estableciendo su 

intensidad en cero) para eliminar el fondo y las zonas de la imagen que no se 

quieren adquirir (Amigo et al., 2013; Ye et al., 2023). Una vez extraída la 

información espectral, se lleva a cabo el análisis quimiométrico. 

La aplicación de técnicas quimiométricas adecuadas es necesaria para poder 

extraer la información significativa a partir de los datos espectrales obtenidos por 

la NIRS y la HSI. En la NIRS existen varias bandas de combinación y sobretonos 

para una misma molécula (Figura 1.15), lo que provoca el solapamiento de las 

mismas, por lo que es necesaria la aplicación de pretratamientos de la señal así 

como el análisis multivariante (Gutiérrez-Salcedo, 2019; Pérez-Marín, 2005). En 

HSI, el hipercubo contiene una gran cantidad de información, tanto espectral 

como espacial, por lo que también es necesario reducir la cantidad de datos, 

aplicando pretratamientos de la señal y realizando análisis multivariante.  
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1.8.1. Pretratamientos espectrales 

Como se ha indicado en el apartado anterior, una vez obtenida la información 

espectral de la NIRS y la HSI, deben realizarse pretratamientos espectrales con el 

fin de eliminar diversos componentes o efectos no deseados como el ruido 

aleatorio de alta frecuencia, la desviación de la línea base, la interferencia de otras 

fuentes de luz, la dispersión (scattering), el efecto del tamaño de las partículas o 

artefactos del detector (Amigo et al., 2013; Pasquini, 2018; Ye et al., 2023).  

Los pretratamientos tradicionalmente más utilizados son:  

 Promediado de espectros: se emplea para reducir el ruido aleatorio de 

alta frecuencia, aumentando de este modo la relación señal/ruido. Se 

promedia un número determinado de espectros individuales, dando 

como resultado un espectro final con menos contribución del ruido 

(Fernández-Novales, 2009).  

 Variable normal estándar (SNV, Standard Normal Variate): es una 

transformación orientada a filas, que centra y escala espectros 

individuales (Wu & Sun, 2013). Se utiliza para minimizar la dispersión 

(scattering) asociada a cambios en la distribución del tamaño de las 

partículas, causando efectos aditivos y/o multiplicativos, alterando el 

perfil espectral y contribuyendo a la variabilidad del conjunto de datos 

brutos (Barnes et al., 1989; Cen & He, 2007; Pasquini, 2018). También se 

emplea para reducir la variabilidad espectral debida a los 

desplazamientos de la línea base (Wu & Sun, 2013).  

 Ajuste de línea base o De-Trending (DT): este pretratamiento tiene en 

cuenta la variación en el desplazamiento de la línea base y la 

curvilinealidad (regresión no lineal) (Barnes et al., 1989). Permite ajustar 

el espectro original a una función cuadrática y la sustrae de ese mismo 
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espectro, de este modo elimina la curvatura ascendente característica a 

altas λ.  

 Derivadas: minimizan la dispersión (scattering), eliminan los efectos de 

desplazamiento de la línea base y mejoran la selectividad (Pasquini, 

2018). Se utilizan principalmente la primera y la segunda derivada. La 

primera derivada elimina solo los desplazamientos de la línea base, 

llamados efectos aditivos. La segunda derivada elimina tanto los 

desplazamientos de la línea base como los términos que varían 

linealmente con la λ, llamados efectos multiplicativos, y también tiene 

la función de resolver los picos cercanos y mejorar la resolución 

espectral (Cen & He, 2007; Rinnan et al., 2009; Wu & Sun, 2013). Existen 

dos algoritmos para derivar: el de Norris-Williams (Norris & Williams, 

1984) y el de Savitky-Golay (Savitzky & Golay, 1964), ambos incluyen 

un suavizado previo a la derivación.  

 Suavizado: se utiliza para disminuir el ruido de los datos espectrales, 

sin reducir el número de variables espectrales y sin corregir el efecto de 

la dispersión (scattering) (Amigo et al., 2013; Wu & Sun, 2013). También 

es necesario para optimizar la relación señal/ruido. Es muy importante 

elegir el tamaño de ventana de suavizado adecuado (Cen & He, 2007). 

Los métodos más habituales son los basados en filtros de Savitzky-

Golay (Savitzky & Golay, 1964) y en la FT.  

Es frecuente realizar combinaciones de pretratamientos (SNV-DT, DT-SNV, 

SNV-1ª o 2ª derivada, 1ª o 2ª derivada-suavizado, etc.) que permiten eliminar en 

mayor medida el ruido espectral, así como el efecto de la dispersión (scattering). 

Sin embargo, estas técnicas pueden eliminar información almacenada en la señal 

espectral, por lo que es necesario estudiar y probar distintas estrategias y 

combinaciones, hasta encontrar la más adecuada para el grupo de muestras.  
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1.8.2. Análisis de componentes principales (PCA, Principal Component 

Analysis) 

Antes de llevar a cabo el análisis multivariante es necesario simplificar la gran 

cantidad de información obtenida a un número reducido de variables, sin 

pérdida relevante de información. La mayoría de las técnicas espectroscópicas 

presentan una alta correlación espectral entre las λ, y, para poder desarrollar un 

modelo de calibración multivariante, es necesario que las variables usadas sean 

linealmente independientes. El PCA permite condensar el gran volumen de 

información y eliminar el problema de la alta colinealidad entre las λ de una 

misma muestra.  

PCA halla direcciones que explican la máxima variabilidad de las muestras y 

las utiliza como nuevos ejes de coordenadas, denominados componentes 

principales (PCs, Principal Components). De este modo, un espacio de k 

dimensiones queda reducido a un espacio de a dimensiones, siendo a < k, sin 

afectar a la información relevante del sistema (Romero-Gamero, 2001).  

De este modo, PCA descompone la matriz de datos espectrales (D) (el 

hipercubo de datos espectrales en el caso de HSI) en tres matrices: una de scores 

(T), otra de loadings (P) y un residual (E), dando la siguiente ecuación (Ecuación 

1.2) (Amigo, 2010; Riccioli, 2011): 

Se denomina loading (P) al peso de la contribución de cada variable original en 

cada PC. Los loadings (P) pueden proporcionar información sobre la composición 

química de la muestra. Los scores (T) son las coordenadas de la muestra en el 

nuevo espacio definido por los PCs. Los scores (T) agrupan las muestras según su 

similitud y detectan muestras con valores extremos. Por último, la matriz 

 Ecuación 1.2 
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residual o de error (E) contiene la parte de la varianza no explicada por los nuevos 

ejes (Riccioli, 2011).  

Cada PC contiene información de diferente relevancia, siendo el PC1 el que 

explica la máxima variabilidad de los datos, el PC2 el segundo que más 

variabilidad explica, y así sucesivamente. Por este motivo, los últimos PCs 

pueden omitirse sin una gran pérdida de información, ya que estos explican una 

pequeña parte de la varianza, normalmente relacionada con el ruido o error 

experimental (Riccioli, 2011). De este modo, el conjunto de datos (D) queda 

definido por un nuevo conjunto de variables (PCs), no correlacionadas entre sí, 

en un nuevo sistema de ejes ortogonales (Romero-Gamero, 2001).  

1.8.3. Modelos de regresión o calibración multivariante  

El análisis de datos incluye métodos cualitativos y cuantitativos. Para el 

primer caso, se realiza un análisis de clasificación multivariante, que permite 

discriminar entre diferentes características del producto. Para el análisis 

cuantitativo, se realiza un análisis de regresión o calibración multivariante, 

relacionando la información de la imagen espectral y las propiedades de la 

muestra, lo que permite determinar parámetros concretos de la misma.  

La mayoría de técnicas quimiométricas para el análisis cuantitativo, o 

calibración multivariante, se basan en métodos de ajuste lineales, entre las que 

destacan: la regresión lineal múltiple (MLR, Multiple Linear Regression), que 

relaciona la señal con la concentración de cada componente mediante un ajuste 

por mínimos cuadrados sin reducir el número de variables; la regresión en 

componentes principales (PCR, Principal Component Regression), que descompone 

los datos mediante un PCA (Apartado 1.8.2) y relaciona la nueva matriz de datos 

(D) con la matriz de valores de referencia que contiene la información de la 

concentración de cada componente (Y), con el inconveniente de que solo usa la 
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información espectral para calcular las nuevas variables (Fernández-Novales, 

2009; Massart et al., 1988); la regresión por mínimos cuadrados parciales (PLS, 

Partial Least Squares), similar a PCR pero teniendo en cuenta tanto los valores 

espectrales como los valores de referencia para el cálculo de las nuevas variables 

(Fernández-Novales, 2009; Shenk & Westerhaus, 1995); y por último, la regresión 

por mínimos cuadrados parciales modificados (MPLS, Modified Partial Least 

Squares), que es la utilizada en esta tesis doctoral.  

MPLS es una modificación de PLS que también permite la obtención de 

modelos espectro-químicos que relacionan la información espectral de las 

muestras, obtenida por NIRS y por HSI, con los valores químicos, de compuestos 

volátiles y de TSS, proporcionados por los métodos de referencia (TF-SPME-GC-

MS y refractometría, respectivamente). MPLS, al igual que PCR y PLS, 

descompone la matriz de datos mediante PCA (Apartado 1.8.2) y establece una 

regresión lineal entre la nueva matriz de datos obtenida (D) y la matriz de valores 

de referencia (Y), obteniéndose unas variables auxiliares llamadas variables 

latentes (LV, Latent Variables). Para ello asume que la información espectral es 

función de unas pocas variables, por lo que tiene en cuenta los valores espectrales 

y los valores de referencia (Romero-Gamero, 2001; Shenk & Westerhaus, 1995).   

La modificación que presenta la regresión MPLS frente a la regresión PLS es 

que, en MPLS, los residuos obtenidos en cada λ después de calcular cada factor 

se dividen entre la desviación estándar (SD, Standard Deviation) de los residuos a 

esa λ (estandarización) antes de calcular el siguiente factor. Este hecho convierte 

a la regresión MPLS en un método más estable y preciso que la PLS (Shenk & 

Westerhaus, 1995).  

El número óptimo de LV se determina utilizando la regresión MPLS, junto con 

la validación cruzada (CV, Cross-Validation). La forma más común de CV es la k-

fold, que consiste en dividir el colectivo de calibración en varios grupos k (4, 5, 6, 
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…) dependiendo del número de muestras. El modelo se construye tantas veces 

como número de grupos se elija (k), utilizando en cada iteración un grupo de 

evaluación diferente y el resto (k-1) como grupo de entrenamiento con los que se 

va a calcular la regresión o modelo de calibración. De este modo, todas las 

muestras del colectivo de calibración se emplean para calibrar (muestras de 

entrenamiento) y para validar (muestras de evaluación) (Figura 1.21) (Fernández-

Novales, 2009; Romero-Gamero, 2001). Al finalizar las k iteraciones, se calcula el 

promedio de los resultados de precisión y error obtenidos para cada subconjunto 

de prueba (Laura-Ochoa, 2019). El principal objetivo de la CV es evitar el 

sobreajuste u overfitting que puede ocurrir al construir el modelo con un único 

conjunto de datos (Shenk & Westerhaus, 1995).

Figura 1.21. Esquema de validación cruzada k-fold de un conjunto de 
muestras divididas en 4 bloques (k = 4).
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1.8.3.1. Evaluación de la capacidad predictiva del modelo de calibración

El objetivo principal de la regresión MPLS con CV es obtener una ecuación o 

modelo de calibración, para cada parámetro (compuestos volátiles o TSS en este 

caso), que permita estimar el valor de dicho parámetro en muestras 

desconocidas, y que este valor estimado difiera lo menos posible del valor real. 

Para la evaluación de una ecuación o modelo de calibración se suelen utilizar dos 

conjuntos de muestras: el conjunto de calibración y el de predicción. El conjunto 

de calibración es el que se emplea para el cálculo de la ecuación de regresión o

construcción del modelo de calibración (MPLS y CV). El conjunto de predicción

son muestras desconocidas, que no han intervenido en el cálculo de la ecuación 

de regresión o construcción del modelo de calibración, y que se utiliza para 

realizar la predicción externa (Figura 1.22). Es decir, el conjunto de predicción se 

utiliza para evaluar si la ecuación de regresión o modelo de calibración calculado 

(con el conjunto de calibración) es eficaz para predecir, en muestras 

desconocidas, el parámetro para el que se ha calculado esa ecuación o modelo.

Figura 1.22. Esquema de la evaluación de la capacidad predictiva de la ecuación de 
regresión o modelo de calibración calculado.
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Para elegir la mejor ecuación de regresión o modelo de calibración se utilizan 

los siguientes estadísticos:  

 Error típico (SE, Standard Error): describe cómo se ajustan las muestras al 

modelo. Puede ser error típico de calibración (SEC, Standard Error of 

Calibration) y error típico de validación cruzada (SECV, Standard Error of 

Cross-Validation). 

o Error típico de calibración (SEC):  indica únicamente cómo se ajustan los 

valores de referencia del conjunto de calibración al modelo, por lo que 

no es un buen predictor de la precisión del modelo (Shenk & 

Westerhaus, 1996). Es el resultado de la siguiente ecuación (Ecuación 

1.3):  

 

donde  es el dato de referencia de la muestra i del colectivo de 

calibración,  es el valor estimado por la ecuación calculada del modelo 

de calibración para la muestra i del colectivo de calibración, N es el 

número de muestras del colectivo de calibración y LV es el número de 

variables latentes usadas en el modelo. 

o Error típico de validación cruzada (SECV): indica cómo se ajustan los 

valores del conjunto de evaluación al modelo construido con el 

conjunto de entrenamiento (k-1). El SECV promedio será la media 

ponderada de los k SECV obtenidos en las k iteraciones de la CV. Es la 

mejor estimación individual de la capacidad de predicción de un 

modelo (Shenk & Westerhaus, 1996). Es el estadístico utilizado para 

elegir el número de LV, ya que el SECV disminuye al aumentar el 

 Ecuación 1.3 
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número de LV, hasta que llega un momento en el que los nuevos LV 

solo explican ruido, y el SECV comienza a aumentar debido al 

sobreajuste. El número de variables óptimo es el que proporciona el 

menor SECV. Es el resultado de la siguiente ecuación (Ecuación 1.4):  

 

donde k es el número de grupos de evaluación en el que se dividide el 

conjunto de calibración,  es el dato de referencia para la muestra i del 

grupo de evaluación (Figura 1.21),  es el valor predicho por el modelo 

de entrenamiento para la muestra i del grupo de evaluación y N es el 

número de muestras del grupo de evaluación.   

 Coeficiente de determinación (R2): porcentaje de la variación existente en el 

grupo de calibración que puede ser explicado por la regresión (a partir de 

los datos espectrales) (Ecuación 1.5). Según Shenk & Westerhaus (1996), un 

R2 ≥ 0,9 indica una información cuantitativa excelente, un R2 entre 0,89 y 0,7 

indica una buena información cuantitativa, un R2 entre 0,69 y 0,5 indica una 

buena separación de las muestras en valores altos, medios y bajos, un R2 

entre 0,49 y 0,3 indica una buena separación de las muestras en valores altos 

y bajos y un R2 menor que 0,29 no es más que una conjetura.  

donde  corresponde al valor de referencia de la muestra i del colectivo que 

se esté evaluando,  corresponde al valor estimado por el modelo de 

entrenamiento para la muestra i del colectivo que se esté evaluando e  es 

la media aritmética de los datos de referencia del colectivo que se esté 

evaluando.  

 Ecuación 1.4 

 Ecuación 1.5 
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Dentro del colectivo de calibración se pueden calcular el coeficiente de 

determinación de calibración (R2C), que es el porcentaje de la varianza 

explicada por la regresión para el colectivo de calibración, o de validación 

cruzada (R2CV), que corresponde al porcentaje de varianza explicada por la 

regresión para el colectivo de evaluación (Figura 1.21). 

La mejor ecuación de regresión o modelo de calibración seleccionado por 

criterios estadísticos debe ser evaluado posteriormente con muestras 

desconocidas. A este hecho se le denomina predicción externa. Los estadísticos 

utilizados para evaluar la predicción externa son los siguientes:  

 Error típico de predicción (SEP, Standar Error of Prediction): indica cómo se 

ajustan los datos de predicción al modelo construido con el conjunto de 

calibración. Su valor puede variar en función del error cometido en el 

laboratorio o de que las muestras seleccionadas para el colectivo de 

predicción estén bien representadas dentro del colectivo de calibración. Es 

el resultado de la siguiente ecuación (Ecuación 1.6):  

donde  es el dato de referencia de la muestra i del colectivo de predicción 

utilizado para la predicción externa,  es el valor estimado por el modelo 

de calibración, para la muestra i del grupo de predicción utilizado para 

predicción externa y N es el número de muestras del grupo de predicción 

utilizado para predicción externa. 

 Coeficiente de determinación de predicción externa (R2P): corresponde a la 

varianza explicada por la regresión (modelo de calibración) para el colectivo 

de predicción (Ecuación 1.5).  

 Ecuación 1.6 
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Otro estadístico de interés:  

 Desviación predictiva residual (RPD, Residual Predictive Deviation): es la 

relación entre la SD de los datos de referencia y el SE (SEC, SECV o SEP) 

(Ecuación 1.7).  

 

 

Por lo tanto, la eficiencia del modelo de calibración viene definida por el SECV 

y el SEP, por lo que, si estos errores son similares a la SD, o incluso superiores, 

significaría que la calibración no está estimando los valores de forma correcta. 

Por otro lado, para que la predicción se considere eficiente, el valor de RPD debe 

ser superior a 3 (Williams & Norris, 2001). Por lo general, en colectivos de 

calibración con N ≥ 100 muestras, y con colectivos de predicción con N ≥ 9, los 

valores de SECV y SEP deben ser menores o iguales a 1,30 veces el valor de SEC 

para que se considere una buena predicción (Shenk & Westerhaus, 1996).  

 Ecuación 1.7 
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El objetivo principal de la presente tesis doctoral fue obtener una herramienta 

que permita monitorizar la composición aromática de la uva, de forma rápida y 

no invasiva, a lo largo de su maduración.  

Para poder desarrollar el objetivo principal, se plantearon los siguientes 

objetivos específicos: 

 Objetivo 1. Optimizar los métodos de SBSE-GC-MS, mSBSE-GC-MS y TF-

SPME-GC-MS con el fin de obtener las mejores condiciones de extracción 

para cuantificar la composición aromática de las bayas de uva.   

 Objetivo 2. Construir modelos de calibración utilizando los datos 

espectrales y los datos cuantitativos obtenidos con el método de referencia 

optimizado, y evaluarlos mediante predicción externa en muestras 

desconocidas.  

o Objetivo 2.1. Adquirir espectros, en condiciones de laboratorio, 

mediante imagen hiperespectral (HSI) (VIS+SW-NIR) (400-1.000 nm) 

y espectroscopía de infrarrojo cercano (NIRS) (1.100-2.100 nm), de 

bayas de Vitis vinifera L. Tempranillo y Tempranillo Blanco a lo largo 

de su maduración. 

o Objetivo 2.2. Cuantificar la composición aromática de esas mismas 

bayas en el laboratorio con el método optimizado para obtener los 

valores de referencia.  
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3.1. OPTIMIZACIÓN DE LOS MÉTODOS DE EXTRACCIÓN

PARA EL ANÁLISIS DE COMPUESTOS VOLÁTILES EN 

MOSTO

3.1.1. Materiales y equipos analíticos utilizados para la optimización de la 

SBSE, la mSBSE y la TF-SPME

En este apartado se presentan todos los materiales, reactivos, patrones y 

equipos utilizados para llevar a cabo la optimización de los métodos: extracción 

mediante barrita agitadora absorbente (SBSE, Stir Bar Sorptive Extraction); su 

variante, extracción mediante múltiples barritas agitadoras absorbentes (mSBSE, 

multi - Stir Bar Sorptive Extraction) y, por último, la novedosa técnica de 

microextracción en fase sólida mediante lámina de malla de carbono o película 

fina (TF-SPME, Thin Film - Solid Phase Microextraction). 

3.1.1.1. Materiales

Los materiales necesarios para poder llevar a cabo la optimización de los 

métodos fueron: agua Milli-Q® (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania), un 

Ultra-Turrax T-18 (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Alemania), una estufa 

o incubadora de convección natural ICN 120 PLUS (ArgoLab, Carpi MO, Italia), 

un agitador magnético múltiple de 6 posiciones (LSCI, Rivesaltes, Francia) 

(Figura 3.1), y tubos Falcon de 50 mL (Astik’s).

Figura 3.1. Incubadora con los agitadores de seis posiciones.
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Por otro lado, también fueron necesarios: 

 Barritas agitadoras (Twisters) para SBSE de: 

o 10 mm de largo, recubiertas de 0,5 mm del material absorbente 

polidimetisiloxano (PDMS) (Figura 3.2A) 

o 10 mm de largo, recubiertas de 32 μL de etilenglicol (EG) (Figura 3.2B) 

 Tiras de malla de carbono o película fina (TF, Thin Film) de 0,45 mm de 

espesor, impregnadas de las fases absorbentes (Figura 3.3): 

o PDMS y carboxeno (PDMS/CAR) 

o PDMS y divinilbenceno (PDMS/DVB) 

 Viales para espacio de cabeza (HS, Head-Space) de 20 mL 

 Viales con rosca de vidrio transparente de 10 mL (Figura 3.3) 

 Tapones con y sin rosca 

 Insertos de vidrio para HS-SBSE 

 Insertos de metal para suspender las TFs (Figura 3.3) 

 Liners de vidrio rellenados con Tenax TATM 

 Agitadores magnéticos de vidrio de borosilicato 

Todo ello obtenido de GERSTEL GmbH & Co (Mülheim an der Ruhr, 

Alemania).  

 

Figura 3.2. Twisters de A) polidimetisiloxano (PDMS) 
y de B) etilenglicol (EG). 
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Figura 3.3. Lámina de malla de carbono o película fina 

(TF), vial roscado e inserto de metal TF. 
 

3.1.1.2. Reactivos  

Los reactivos utilizados en la optimización del método fueron: cloruro de 

sodio (NaCl) y etanol (EtOH) (Merck, Darmstadt, Alemania).  

3.1.1.3. Patrones 

Los estándares cromatográficos utilizados fueron suministrados por Merck y 

fueron los siguientes: linalool, α-terpineol, geraniol, β-damascenona, β-ionona, 2-

feniletanol, acetato de isoamilo, hexanoato de etilo, octanoato de etilo, decanoato 

de etilo, acetato de 2-feniletilo, ácido hexanoico, ácido octanoico, 3-metil-1-

butanol (alcohol isoamílico), 2-metil-1-butanol (alcohol amílico), 2-metil-1-

propanol (isobutanol), 2-octanol (P.I. Patrón interno), 1-hexanol y hexanal.  
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3.1.1.4. Cromatógrafo de gases-espectrómetro de masas (GC-MS)

El equipo cromatográfico utilizado para la optimización de los métodos SBSE, 

mSBSE y TF-SPME es de la marca Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EE.UU.). 

Consta de un cromatógrafo de gases (GC, Gas Chromatograph) 7890B, acoplado a 

un espectrómetro de masas (MS, Mass Spectrometer) de triple cuadrupolo (QqQ) 

7000C. Este equipo está provisto de un automuestreador (GERSTEL) que consiste 

en un muestreador multipropósito (MPS, MultiPurpose Sampler) equipado con 

una bandeja de tubos de 98 posiciones, una unidad de desorción térmica (TDU, 

Thermal Desorption Unit) y un sistema de inyección refrigerado (CIS-4, Cooled 

Injection System) conectado a un ranger de N2 (Carburos Metálicos, Cornellà de 

Llobregat, España) (Figura 3.4). Se empleó una columna capilar de sílice fundida 

con fase estacionaria BP21, de 30 m de longitud, 0,25 mm de diámetro interior y 

0,25 μm de espesor de película (SGE, Ringwood, Australia).

Figura 3.4. Cromatógrafo de gases-espectrómetro de masas (GC-MS).
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3.1.2. Características y localización del área de muestreo para la optimización 

de la SBSE, la mSBSE y la TF-SPME

La parcela de Tempranillo (Vitis vinifera L.), de la que se recogió la uva 

necesaria para llevar a cabo la optimización de los métodos SBSE, mSBSE y TF-

SPME, está situada en el Parque de La Grajera (Logroño, La Rioja, España), cerca 

del Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino, y pertenece al Gobierno de La Rioja 

(Figura 3.5). El viñedo se plantó en el año 1995 con el clon RJ-26 sobre el 

portainjerto 110-Richter con orientación Este-Oeste. Las coordenadas del viñedo 

son: latitud 42⁰26´25´´N y longitud 2⁰30´57´´O. La altitud de la parcela es de 456 

metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.). La distancia entre hileras es de 2,8 m y 

la distancia entre cepas dentro de la misma hilera es de 1,2 m, siendo la densidad 

de plantación de 2.976 plantas/ha. 

Figura 3.5. Parcela de Tempranillo (Vitis vinifera L.) situada en la Finca de 
La Grajera (Logroño, La Rioja, España).
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3.1.3. Toma de muestras para la optimización de la SBSE, la mSBSE y la TF-

SPME

La toma de muestras para la optimización de los métodos de extracción se 

llevó a cabo en el año 2019. Para ello se escogieron 2 hileras de la parcela descrita 

anteriormente, y se marcaron un total de 50 cepas en bloques de 10, marcando la 

primera y la última cepa de cada bloque (Figura 3.6). El 3 de septiembre de 2019, 

cuando las uvas estaban en su momento óptimo de madurez tecnológica, se 

vendimiaron a mano, obteniendo un total de 44,4 Kg de uva.

Figura 3.6. Cepas marcadas de la parcela de Tempranillo 
situada en la Finca de La Grajera (Logroño, La Rioja, España).
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3.1.4. Preparación de las muestras para la optimización de la SBSE, la mSBSE 

y la TF-SPME

Los racimos se desgranaron a mano en una caja y se mezclaron todas las bayas. 

Posteriormente se trituraron con el Ultra-Turrax hasta obtener una pasta 

homogénea. Con la pasta obtenida se llenaron un total de 450 tubos Falcon de 50 

mL, que se congelaron a -20 ⁰C hasta su posterior uso (Figura 3.7). 

Figura 3.7. Proceso de preparación de la muestra para la optimización de los métodos 
analíticos SBSE, mSBSE y TF-SPME.

3.1.5. Disolución patrón para la optimización de la SBSE, la mSBSE y la TF-

SPME

Se preparó una disolución patrón en EtOH al 12 % en la que se añadieron todos 

los estándares. La concentración de los patrones fue: 0,001 mg/mL de linalool, α-

terpineol, geraniol, β-ionona, acetato de isoamilo, ácido hexanoico, ácido 

octanoico, isobutanol, hexanal, alcohol amílico, alcohol isoamílico y 1-hexanol; 

0,0002 mg/mL de octanoato de etilo, hexanoato de etilo y decanoato de etilo; y 

9,99 · 10-5 mg/mL de β-damascenona. Esta disolución se utilizó para determinar 

los tiempos de retención de cada compuesto y como adición estándar en las 

muestras de mosto, y así obtener una mejor señal cromatográfica, que facilitó la 

optimización de las técnicas de extracción. 
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3.1.6. Optimización del método de SBSE-GC-MS 

En este apartado se van a definir todos los pasos seguidos para la optimización 

del método SBSE-GC-MS. 

3.1.6.1. Diseño de experimentos (DoE) para la SBSE 

Se realizó un diseño factorial aleatorio mediante el software Minitab 18 

(Minitab Inc, Pensilvania, EE. UU.). Tras una extensa búsqueda bibliográfica, los 

factores elegidos para realizar la optimización de la SBSE fueron: la velocidad de 

agitación, el tiempo de extracción, la temperatura de extracción, la adición de 

NaCl y el modo de extracción. Dentro de cada factor, y teniendo en cuenta la 

bibliografía, se escogieron tres condiciones o niveles a optimizar. 

Para la velocidad de agitación, se probaron 500, 1.000 y 1.500 rpm, para el 

tiempo de extracción se probaron 1, 3 y 6 horas, como temperaturas de extracción 

se probaron 20, 40 y 60 ⁰C, para la adición de NaCl, se probó añadir NaCl (Sí), no 

añadir NaCl (No) y añadir NaCl a la mitad del tiempo de extracción (secuencial), 

finalmente, para el modo de extracción se probó por HS, por inmersión directa 

(DI, Direct Immersion) y ambas a la vez con dos Twisters, uno por HS y otro por 

DI (HS+DI). Al hacer las pruebas iniciales se comprobó que se rompían los 

imanes y los Twisters a 1.500 rpm, por lo que se descartó este nivel y el factor 

velocidad de agitación se limitó a dos niveles o condiciones. Una vez establecidas 

las condiciones que se iban a optimizar para cada factor, se realizó un diseño 

factorial aleatorio de los 5 factores con 2, 3, 3, 3 y 3 niveles cada uno (Tabla 3.1). 

Se obtuvieron 162 combinaciones de condiciones distintas, cada combinación de 

condiciones se probó por duplicado, dando un total de 324 ensayos para SBSE. 
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 Tabla 3.1. Factores y condiciones a optimizar para la técnica de SBSE. 

 Secuencial: añadiendo NaCl a la mitad del tiempo de extracción; HS: espacio 
de cabeza; DI: inmersión directa. 
 

3.1.6.2. Acondicionamiento y limpieza de los Twisters de PDMS 

Los Twisters de PDMS se acondicionaron antes del primer uso y después de 

cada uso siguiendo las recomendaciones del proveedor (GERSTEL). Para ello, se 

colocaron en el tubo de desorción dentro de la bandeja de 98 posiciones y se 

desorbieron térmicamente en la TDU. La TDU se programó de 40 ⁰C a 300 ⁰C a 

una velocidad de 100 ⁰C/min, y se mantuvo a 300 ⁰C durante 45 minutos. La 

temperatura del CIS-4 fue de 300 ⁰C durante 5 min, que se alcanzó a una 

velocidad de 12 ⁰C/s. La temperatura del horno se programó a 40 ⁰C y se mantuvo 

durante 5 min, después se calentó mediante dos rampas de temperatura, la 

primera fue de 2 ⁰C/min hasta los 170 ⁰C y la segunda fue a 10 ⁰C/min hasta los 

220 ⁰C, donde se mantuvo durante 15 minutos. Las condiciones completas del 

método cromatográfico se recogen en la Tabla 3.2. 

FACTORES NIVELES/CONDICIONES 
Velocidad de agitación (rpm) 500 1.000 
Tiempo de extracción (h) 1 3 6 
Temperatura de extracción (˚C) 20 40 60 
Adición de NaCl Sí No Secuencial 
Modo de extracción HS-SBSE SBSE HS+DI 
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Tabla 3.2. Condiciones cromatográficas del método de acondicionamiento y 
limpieza para los Twisters de PDMS. 

   

DESORCIÓN TÉRMICA 

TDU 

Tª Inicial 40 ⁰C 
Rampa 1  
    Velocidad 100 ⁰C/min 
    Temperatura 300 ⁰C 
    Tiempo de espera 45 min 
Modo  Splitless 
Tª de transferencia Rampa de Tª 

CIS 

Liner Tenax TATM 
Inicial   
    Tª  40 ⁰C 
    Tiempo de equilibrio 0,50 min 
    Tiempo inicial 0,10 min 
Rampa  
    Velocidad 12 ⁰C/min 
    Temperatura 300 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 

CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 

COLUMNA BP21 

Formato Capilar 
Recubrimiento Sílice fundida 
Dimensiones  
     Largo 30 m 
     Diámetro interno 0,25 mm 
     Espesor de película 0,25 μm 

HORNO 

Tª inicial 40 ⁰C 
Tiempo de espera 5 min 
Rampa 1  
    Velocidad 2 ⁰C/min 
    Temperatura 170 ⁰C 
    Tiempo de espera 0 min 
Rampa 2  
    Velocidad 10 ⁰C/min 
    Temperatura 220 ⁰C 
    Tiempo de espera 15 min 
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3.1.6.3. Extracción de compuestos volátiles por SBSE

Como se ha indicado en la Tabla 3.1, se probaron distintas combinaciones de 

condiciones con los cinco factores. Dependiendo del modo de extracción, se 

utilizó una cantidad de muestra u otra. En los ensayos que implicaban inmersión 

directa de los Twisters de PDMS en la muestra de mosto (DI o HS+DI), se diluyó 

la muestra al 10 % para que los azúcares naturalmente presentes en el mosto no 

estropeasen los Twisters. Para llevar a cabo la extracción de compuestos volátiles 

de las muestras preparadas para la optimización (Apartado 3.1.4), se 

descongelaron los tubos Falcon necesarios y se centrifugaron a 1.500 rpm durante 

15 minutos. Una vez obtenido el mosto, se prepararon los viales de extracción. 

Espacio de cabeza (HS-SBSE). En un vial de 20 mL para HS-SBSE, se añadió 

una alícuota de 8 mL del mosto centrifugado, 1 mL de la disolución patrón 

(Apartado 3.1.5), 25 μL de 2-octanol (5 μL de 2-octanol/100 mL de EtOH) y un 

agitador magnético de vidrio de borosilicato directamente en la muestra. En los 

ensayos que lo requerían, se añadieron 2,5 g de NaCl antes de comenzar la 

extracción o 2,5 g de NaCl a la mitad del tiempo de extracción (secuencial). 

Finalmente, se colocó el Twister de PDMS en el inserto de vidrio para HS (Figura 

3.8), para que el Twister no tocara la muestra, y se introdujo el inserto con el 

Twister en el vial de 20 mL. 

Figura 3.8. Viales de 20 mL para HS-SBSE con un Twister de 
PDMS dentro del inserto de vidrio para espacio de cabeza.
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Inmersión directa (DI), y/o espacio de cabeza + inmersión directa (HS+DI). En 

un vial de 20 mL para HS-SBSE, se añadió una alícuota de 0,8 mL del mosto 

centrifugado, 0,1 mL de la disolución patrón (Apartado 3.1.5), 25 μL de 2-octanol 

(5 μL de 2-octanol/100 mL de EtOH) y 8,1 mL de agua Milli-Q®. En los ensayos 

que lo requerían, se añadieron 2,5 g de NaCl antes de comenzar la extracción o 

2,5 g de NaCl a la mitad del tiempo de extracción (secuencial). Los compuestos 

se extrajeron añadiendo el Twister de PDMS directamente en la muestra (DI) o un 

Twister en el inserto de vidrio para HS y otro en la muestra (HS+DI). En estos 

casos, el propio Twister sirvió de agitador magnético (Figura 3.9). 

Una vez preparados los viales, las muestras fueron agitadas a 500 o 1.000 rpm, 

durante 1, 3 o 6 horas, a 20, 40 o 60 ⁰C. Al final del tiempo de extracción, el Twister

se sacó de la muestra con unas pinzas magnéticas, se limpió con agua Milli-Q® y 

se secó con un papel. Una vez seco, se transfirió a los tubos de desorción térmica, 

que se colocaron en la bandeja del automuestreador, para su posterior desorción 

y análisis en el GC-MS. 

Figura 3.9. Viales de 20 mL con A) el Twister de PDMS por 
inmersión y B) un Twister de PDMS por inmersión y otro 

por espacio de cabeza.
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3.1.6.4. Condiciones de desorción para la SBSE-GC-MS 

El método cromatográfico utilizado para la determinación de la composición 

volátil del mosto se basa en el descrito por (Sánchez-Gómez et al., 2014) con 

algunas modificaciones.  Los compuestos volátiles absorbidos en los Twisters de 

PDMS fueron desorbidos en la TDU usando helio como gas portador a un flujo 

de 75 mL/min, a una presión constante de 20,75 psi. La TDU se programó de 40 

⁰C a 295 ⁰C con una rampa de temperatura de 60 ⁰C/min, y se mantuvo a 295 ⁰C 

durante 5 min. La TDU operó en el modo splitless. Una vez desorbidos, los 

analitos se retuvieron en el CIS-4, que contenía un liner de Tenax TATM, mediante 

enfriamiento con N2 líquido a -40 ⁰C. Tras la retención de los analitos en el CIS-4, 

este se programó a 12 ⁰C/s para alcanzar la temperatura de 260 ⁰C durante 5 

minutos, y así transferir los analitos a la columna cromatográfica. Las condiciones 

de desorción se pueden ver en la Tabla 3.3.  

Tabla 3.3. Condiciones de desorción del método cromatográfico utilizado para la SBSE. 

 

DESORCIÓN TÉRMICA 

TDU 

Tª Inicial 40 ⁰C 
Presión 20,75 psi 
Rampa  
    Velocidad 60 ⁰C/min 
    Temperatura 295 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 
Modo  Splitless 
Tª de transferencia Rampa de Tª 

CIS 

Liner Tenax TATM 

Inicial   
    Tª  -40 ⁰C 
    Tiempo de equilibrio 0,50 min 
    Tiempo inicial 0,10 min 
Rampa  
    Velocidad 12 ⁰C/min 
    Temperatura 260 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 
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3.1.6.5. Condiciones cromatográficas para la SBSE-GC-MS 

Los compuestos volátiles desorbidos se separaron en el GC y se detectaron en 

el MS (QqQ), operando en cuadrupolo simple (Q). La temperatura del horno del 

GC se programó de los 40 ⁰C a los 230 ⁰C mediante cuatro rampas de temperatura. 

La temperatura inicial (40 ⁰C) se mantuvo durante 2 min y se elevó mediante una 

primera rampa de 5 ⁰C/min hasta los 80 ⁰C, donde se mantuvo otros 2 minutos, 

después se realizó una segunda rampa de 10 ⁰C/min hasta los 130 ⁰C, donde se 

mantuvo por 2 minutos, la tercera rampa fue de 5 ⁰C/min hasta los 150 ⁰C, donde 

se mantuvo 5 minutos, y finalmente, la cuarta rampa subió a 10 ⁰C/min hasta los 

230 ⁰C, que fueron mantenidos durante otros 5 minutos. La adquisición en el 

detector (MS) se realizó en Full Scan, o barrido completo de todos los iones 

comprendidos entre 35 y 300 m/z, con una energía de ionización de 70 eV. Los 

compuestos se identificaron utilizando el tiempo de retención obtenido para cada 

compuesto tras analizar la disolución patrón, y también comparando el espectro 

de masas obtenido con los de la librería NIST. La integración se realizó en el 

cromatograma de iones extraídos (EIC, Extracted Ion Chromatogram), extrayendo 

el ion principal de cada compuesto. Los iones extraídos para la integración de 

cada compuesto aparecen en la Tabla 3.4. La cantidad de los compuestos volátiles 

del mosto se expresó como área relativa. Las condiciones del GC y del MS se 

pueden ver en la Tabla 3.5.  
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Tabla 3.4. Lista de compuestos volátiles identificados en los cromatogramas 
obtenidos con el método SBSE-GC-MS y valores de m/z utilizados para su 

integración.  

Compuesto m/z Compuesto m/z 

(E)-2-hexenal  41 
β-Damascenona 
Geraniol 

69 

Acetato de isoamilo 
Acetol 
Decanal 

43 Linalool 71 

2-Octanol (P.I.) 45 Benzaldehído 77 
Alcohol isoamílico 55 Jasmonato de metilo 83 

Hexanal 
1-Hexanol 

56 
Hexanoato de etilo 
Octanoato de etilo 
Decanoato de etilo 

88 

Alcohol amílico  
(E)-2-Hexen-1-ol 
2-Etil-1-hexanol 

57 2-Feniletanol 91 

α-Terpineol 59 Furanmetanol 98 
Ácido hexanoico 
Ácido octanoico 

60 β-Ionona 177 

(Z)-3-Hexen-1-ol 67   
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Tabla 3.5. Condiciones cromatográficas del método analítico utilizado para el análisis e 
identificación de compuestos volátiles en mosto extraídos por SBSE, mSBSE y TF-SPME. 

  

CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 

COLUMNA  
BP21 

Formato Capilar 
Recubrimiento Sílice fundida 
Dimensiones  
     Largo 30 m 
     Diámetro interno 0,25 mm 
     Espesor de película 0,25 μm 

HORNO 

Tª inicial 40 ⁰C 
Tiempo de espera 2 min 
Rampa 1  
    Velocidad 5 ⁰C/min 
    Temperatura 80 ⁰C 
    Tiempo de espera 2 min 
Rampa 2  
    Velocidad 10 ⁰C/min 
    Temperatura 130 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 
Rampa 3  
    Velocidad 5 ⁰C/min 
    Temperatura 150 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 
Rampa 4  
    Velocidad 10 ⁰C/min 
    Temperatura 230 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 

MS 
 Modo Full Scan 35 -300 m/z 

Energía ionización 70 eV 
Tª línea transferencia 230 ⁰C 



3.1. Optimización de los métodos de extracción 

 
107 

 

3.1.7. Optimización del método de mSBSE-GC-MS 

En este apartado se van a definir todos los pasos seguidos para la optimización 

del método mSBSE-GC-MS.  

3.1.7.1. Diseño de experimentos (DoE) para la mSBSE 

Como los Twisters y los imanes se rompían a 1.500 rpm, se descartó esa 

condición y se realizó un diseño factorial aleatorio de 4 factores con 2, 3, 3 y 2 

niveles/condiciones cada uno (Tabla 3.6). Los factores elegidos para optimizar en 

esta variante de SBSE fueron la velocidad de agitación, a 500 y 1.000 rpm, el 

tiempo de extracción, durante 1, 3 y 6 horas, la temperatura de extracción, a 20, 

40 y 60 ⁰C, y la adición de NaCl, añadiendo (Sí) y sin añadir (No) (Tabla 3.6).  

Tabla 3.6. Factores y condiciones a optimizar para la técnica de mSBSE. 

 

En este caso no se optimizó el factor “modo de extracción”, ya que el Twister 

de PDMS se colocaba siempre por DI y el de EG se colocaba siempre por HS, 

debido a que este es más frágil que el de PDMS y podría romperse con la 

agitación. Tampoco se ha probado la adición de NaCl de forma secuencial, puesto 

que el objetivo principal de añadir NaCl a mitad del tiempo de extracción era 

favorecer la extracción de los compuestos menos polares antes de añadir la sal, y 

de los más polares después de añadirla, y este hecho ya se produce de forma 

automática al utilizar Twisters de PDMS (favorece la extracción de los compuestos 

menos polares) y de EG (favorece la extracción de los compuestos más polares) 

simultáneamente. Se obtuvieron 36 combinaciones de condiciones distintas. 

FACTORES NIVELES/CONDICIONES 
Velocidad de agitación (rpm) 500 1.000 
Tiempo de extracción (h) 1 3 6 
Temperatura de extracción (˚C) 20 40 60 
Adición de NaCl Sí No 
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Cada combinación de condiciones se probó por duplicado, dando un total de 72 

ensayos para la técnica de mSBSE. 

3.1.7.2. Acondicionamiento y limpieza de los Twisters de EG 

El método de acondicionamiento de los Twisters de PDMS se ha descrito en el 

Apartado 3.1.3.2 y en la Tabla 3.2. Los Twisters de EG también se acondicionaron 

antes del primer uso y después de cada uso siguiendo las recomendaciones de 

GERSTEL. Se desorbieron térmicamente en la TDU, el programa de temperatura 

de la TDU se diseñó siguiendo las recomendaciones del proveedor para este tipo 

de Twister. La TDU comenzó a 40 ⁰C y subió a una velocidad de 100 ⁰C/min hasta 

los 240 ⁰C, donde se mantuvo durante 30 minutos. El CIS-4 se programó para 

alcanzar los 240 ⁰C a una velocidad de 12 ⁰C/s y se mantuvo a esa temperatura 

durante 5 min. La temperatura del horno del cromatógrafo se programó a 40 ⁰C, 

y se mantuvo durante 5 min, después se calentó mediante dos rampas de 

temperatura, la primera fue de 2 ⁰C/min hasta los 170 ⁰C y la segunda fue a 10 

⁰C/min hasta los 220 ⁰C, donde se mantuvo durante 15 minutos. Las condiciones 

completas se pueden observar en la Tabla 3.7. 
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Tabla 3.7. Condiciones cromatográficas del método de acondicionamiento y limpieza 
para los Twisters de EG. 

 

 

DESORCIÓN TÉRMICA 

TDU 

Tª Inicial 40 ⁰C 
Rampa  
    Velocidad 100 ⁰C/min 
    Temperatura 240 ⁰C 
    Tiempo de espera 30 min 
Modo  Splitless 
Tª de transferencia Rampa de Tª 

CIS 

Liner Tenax TATM 
Inicial   
    Tª  40 ⁰C 
    Tiempo de equilibrio 0,50 min 
    Tiempo inicial 0,10 min 
Rampa  
    Velocidad 12 ⁰C/min 
    Temperatura 240 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 

CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 

COLUMNA BP21 

Formato Capilar 
Recubrimiento Sílice fundida 
Dimensiones  
     Largo 30 m 
     Diámetro interno 0,25 mm 
     Espesor de película 0,25 μm 

HORNO 

Tª inicial 40 ⁰C 
Tiempo de espera 5 min 
Rampa 1  
    Velocidad 2 ⁰C/min 
    Temperatura 170 ⁰C 
    Tiempo de espera 0 min 
Rampa 2  
    Velocidad 10 ⁰C/min 
    Temperatura 220 ⁰C 
    Tiempo de espera 15 min 
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3.1.7.3. Extracción de compuestos volátiles por mSBSE

Para la extracción de compuestos volátiles mediante mSBSE se descongelaron 

los Falcon necesarios (Apartado 3.1.4) y se centrifugaron a 1.500 rpm durante 15 

minutos. Una vez obtenido el mosto, se prepararon los viales de extracción. Para 

ello, en un vial de 20 mL para HS-SBSE, se añadió 0,8 mL de mosto centrifugado, 

0,1 mL de disolución patrón (Apartado 3.1.5), 25 μL de 2-octanol (5 μL de 2-

octanol/100 mL de EtOH), 8,1 mL de agua Milli-Q®, y, cuando se requería la 

adición de sal, 2,5 g de NaCl. Los compuestos se extrajeron introduciendo el 

Twister de PDMS directamente en la muestra de mosto, actuando además como 

agitador, y el Twister de EG en el inserto de vidrio para HS (Figura 3.10). 

Finalmente, cada vial se agitó a la velocidad, tiempo y temperatura que le 

correspondía, es decir a 500 o 1.000 rpm, durante 1, 3 o 6 horas, a 20, 40 o 60 ⁰C. 

Una vez finalizada la extracción, se retiraron los Twisters (PDMS y EG) con unas 

pinzas magnéticas, se limpiaron con agua Milli-Q® y se secaron con un papel. 

Posteriormente se introdujeron ambos en el mismo tubo de desorción, para llevar 

a cabo una desorción simultánea en la TDU, seguida de su análisis en el GC-MS. 

Figura 3.10. Vial de 20 mL con un Twister de PDMS por inmersión y otro de EG por 
espacio de cabeza.
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3.1.7.4. Condiciones de desorción para la mSBSE-GC-MS 

El método cromatográfico utilizado para la determinación de la composición 

volátil del mosto se basa en el descrito en el Apartado 3.1.6.4, con algunas 

modificaciones realizadas, siguiendo las recomendaciones del proveedor, para 

los Twisters de EG. Los volátiles absorbidos en los Twisters de PDMS y de EG 

fueron desorbidos en la TDU, usando helio como gas portador a un flujo de 50 

mL/min y a una presión constante de 20,75 psi. La TDU se programó de 40 ⁰C a 

200 ⁰C con una rampa de temperatura de 60 ⁰C/min, y se mantuvo a 200 ⁰C 

durante 5 min. La TDU operó en el modo splitless. Los analitos fueron trasferidos 

al CIS-4 a través de un liner de Tenax TATM y retenidos mediante enfriamiento 

con N2 líquido a -40 ⁰C. Posteriormente el CIS-4 fue programado para subir de -

40 ⁰C a una velocidad de 12 ⁰C/s hasta los 230 ⁰C, y se mantuvo a esta temperatura 

durante 5 minutos, para que todos los analitos pasasen a la columna 

cromatográfica. Las condiciones de desorción se pueden ver en la Tabla 3.8. 

 Tabla 3.8. Condiciones de desorción del método cromatográfico para la mSBSE. 

 

DESORCIÓN TÉRMICA 

TDU 

Tª Inicial 40 ⁰C 
Presión 20,75 psi 
Rampa   
    Velocidad 60 ⁰C/min 
    Temperatura 200 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 
Modo  Splitless 
Tª de transferencia Rampa de Tª 

CIS 

Liner Tenax TATM 
Inicial   
    Tª  -40 ⁰C 
    Tiempo de equilibrio 0,50 min 
    Tiempo inicial 0,10 min 
Rampa  
    Velocidad 12 ⁰C/min 
    Temperatura 230 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 
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3.1.7.5. Condiciones cromatográficas para la mSBSE-GC-MS 

Las condiciones cromatográficas y de adquisición fueron las mismas que para 

SBSE (Apartado 3.1.6.5) y se pueden ver en la Tabla 3.5. Los iones principales con 

los que se ha integrado cada compuesto se muestran en la Tabla 3.4.  

3.1.8. Optimización del método de TF-SPME-GC-MS 

A lo largo de los siguientes apartados se van a definir todos los pasos que se 

llevaron a cabo para la optimización del método TF-SPME-GC-MS.  

3.1.8.1. Diseño de experimentos (DoE) para la TF-SPME 

 Se realizó un diseño factorial aleatorio de 4 factores con 2, 3, 3 y 2 

niveles/condiciones (Tabla 3.9). Tras leer la escasa bibliografía que existe sobre la 

técnica se decidieron optimizar los siguientes factores (condiciones): velocidad 

de agitación (500 y 1.000 rpm), tiempo de extracción (1, 3 y 6 horas), temperatura 

de extracción (20, 40 y 60 ⁰C) y modo de extracción (HS y DI). Se obtuvieron 36 

combinaciones de condiciones distintas. Cada combinación de condiciones se 

realizó por duplicado, dando un total de 72 ensayos. Además, se probaron dos 

tipos de TF, formadas por dos fases distintas, una compuesta de la mezcla 

PDMS/CAR y otra de la mezcla PDMS/DVB, por lo que se realizaron 72 pruebas 

con cada tipo de fase (Tabla 3.9).  

En este caso no se optimizó la adición de NaCl debido a que la TF está 

recubierta de una fase (PDMS/CAR o PDMS/DVB) que, en principio, permite la 

extracción de compuestos volátiles en un gran rango de polaridades, y, en los 

artículos existentes sobre TF-SPME, para la extracción de compuestos volátiles 

en bebidas acuosas y/o comida, no utilizan NaCl (Stuff et al., 2018; Vernarelli et 

al., 2019).  
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Tabla 3.9. Factores y condiciones a optimizar para la técnica de TF-SPME, para 
cada tipo de fase (PDMS/CAR y PDMS/DVB). 

HS: espacio de cabeza; DI: inmersión directa. 

3.1.8.2. Acondicionamiento y limpieza de las TFs 

Las tiras de malla de carbono o película fina (TFs) de PDMS/CAR y de 

PDMS/DVB se acondicionaron antes del primer uso y después de cada uso, 

siguiendo las recomendaciones del proveedor (GERSTEL). Las TFs se colocaron 

en los tubos de desorción situados en la bandeja de 98 posiciones del 

automuestreador acoplado al GC-MS. El flujo de helio fue de 100 mL/min, a una 

presión constante de 20,75 psi. El programa de temperatura de la TDU se 

configuró de 40 ⁰C a 250 ⁰C, mediante una rampa de temperatura de 100 ⁰C/min, 

y se mantuvo a 250 ⁰C durante 50 minutos. El CIS-4 se programó inicialmente a 

40 ⁰C, y subió hasta los 250 ⁰C, mediante una rampa de temperatura de 12 ⁰C/s, y 

se mantuvo durante 5 minutos. La temperatura del horno se programó a 40 ⁰C, y 

se mantuvo durante 2 min, después se calentó mediante dos rampas de 

temperatura de 10 ⁰C/min, en la primera subió hasta los 150 ⁰C, y se mantuvo 

durante 5 min, en la segunda subió hasta los 220 ⁰C, y se mantuvo 2 minutos. Las 

condiciones completas del método de acondicionamiento y limpieza se pueden 

observar en la Tabla 3.10. 

 

FACTORES NIVELES/CONDICIONES 
Velocidad de agitación (rpm) 500 1.000 
Tiempo de extracción (h) 1 3 6 
Temperatura de extracción (˚C) 20 40 60 
Modo de extracción HS DI 
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 Tabla 3.10. Condiciones cromatográficas del método de acondicionamiento para las TFs de 
PDMS/CAR y las de PDMS/DVB. 

 

 

DESORCIÓN TÉRMICA 

TDU 

Tª Inicial 40 ⁰C 
Presión 20,75 psi 
Rampa  
    Velocidad 100 ⁰C/min 
    Temperatura 250 ⁰C 
    Tiempo de espera 50 min 
Modo  Splitless 
Tª de transferencia Rampa de Tª 

CIS 

Liner Tenax TATM 
Inicial   
    Tª  40 ⁰C 
    Tiempo de equilibrio 0,50 min 
    Tiempo inicial 0,10 min 
Rampa  
    Velocidad 12 ⁰C/s 
    Temperatura 250 ⁰C 
    Tiempo de espera  5 min 

CONDICIONES CROMATÓGRAFO 

COLUMNA BP21 

Formato Capilar 
Recubrimiento Sílice fundida 
Dimensiones  
     Largo 30 m 
     Diámetro interno 0,25 mm 
     Espesor de película 0,25 μm 

HORNO 

Tª inicial 40 ⁰C 
Tiempo de espera 2 min 
Rampa 1  
    Velocidad 10 ⁰C/min 
    Temperatura 150 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 
Rampa 2  
    Velocidad 10 ⁰C/min 
    Temperatura 230 ⁰C 
    Tiempo de espera 2 min 
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3.1.8.3. Extracción de compuestos volátiles por TF-SPME 

Para llevar a cabo la extracción de compuestos volátiles de las muestras 

preparadas para la optimización (Apartado 3.1.4), se descongelaron los tubos 

Falcon necesarios y se centrifugaron a 1.500 rpm durante 15 minutos. Una vez 

obtenido el mosto, se llevó a cabo la preparación de los viales de extracción. Para 

ello, en un vial de 10 mL con rosca (cuando se trabajaba por DI) o en un vial de 

20 mL (cuando se trabajaba por HS), se añadieron 8 mL de muestra de mosto 

centrifugado, 1 mL de la disolución patrón (Apartado 3.1.5), y 25 μL del patrón 

interno 2-octanol (5 μL de 2-octanol/100 mL de EtOH). Se añadió un agitador 

magnético de vidrio de borosilicato y se suspendió la lámina de malla de carbono 

(PDMS/CAR o PDMS/DVB) con el inserto de metal para TF.  

Se prepararon un total de 72 viales para cada tipo de absorbente, y cada uno 

de ellos se agitó a 500 o 1.000 rpm, durante el 1, 3 o 6 horas, y a 20, 40 o 60 ⁰C. 

Transcurrido el tiempo de extracción, se retiró la TF con unas pinzas, se limpió 

con agua Milli-Q® y se secó con un papel. Una vez seca, se colocó en un tubo de 

desorción con un tapón de lana de vidrio en la base (para que la TF no pase a la 

TDU), situado en la bandeja de tubos de 98 posiciones del automuestreador, para 

su posterior análisis en el GC-MS. En la Figura 3.11 se puede observar en detalle 

la extracción de compuestos volátiles mediante TF-SPME.  
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Figura 3.11. Esquema del proceso de extracción de compuestos volátiles mediante TF-
SPME. A) TF en el inserto de metal, B) TFs colocadas en los viales de 10 mL (inmersión) 

y de 20 mL (espacio de cabeza), C) muestras colocadas en el agitador de 6 posiciones 
realizando la extracción, D) TF colocada dentro del tubo de desorción, E) tubo de 
desorción dentro de la bandeja de 98 posiciones del automuestreador y F) tubo de 

desorción dentro de la TDU.

3.1.8.4. Condiciones de desorción para la TF-SPME-GC-MS

El método utilizado para la determinación de la composición volátil del mosto 

se basa en el descrito en el Apartado 3.1.6.4 para SBSE, pero con las modificaciones 

necesarias para TF-SPME. La desorción de los compuestos volátiles absorbidos 

en las TFs se realizó en la TDU usando helio como gas portador a un flujo de 60

mL/min y a una presión constante de 20,75 psi. La TDU se programó de 40 ⁰C a 

250 ⁰C mediante una rampa de temperatura de 60 ⁰C/min, y se mantuvo a 250 ⁰C

durante 5 min. Los analitos se retuvieron en el CIS-4, que contenía el liner de 

Tenax TATM, a -40 ⁰C con refrigeración mediante N2 líquido. Tras la desorción y 
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la concentración de los analitos en el CIS-4, este se calentó de -40 ⁰C a 230 ⁰C a 

una velocidad de 12 ⁰C/s, y se mantuvo a esa temperatura durante 5 minutos para 

terminar de transferir los analitos a la columna cromatográfica. Las condiciones 

de la desorción se pueden observar en la Tabla 3.11.  

Tabla 3.11. Condiciones de desorción del método cromatográfico para la TF-SPME. 

 

3.1.8.5. Condiciones cromatográficas para la TF-SPME-GC-MS 

Las condiciones cromatográficas y de adquisición son las mismas que para 

SBSE y mSBSE (Apartado 3.1.6.5) y se pueden ver resumidas en la Tabla 3.5. La 

identificación de compuestos también se realizó de la misma manera que para 

SBSE y mSBSE. Los iones principales utilizados para integrar cada compuesto 

volátil obtenido por TF-SPME-GC-MS son los que aparecen en la Tabla 3.4, 

añadiendo en este caso el heptanal (m/z = 70).   

DESORCIÓN TÉRMICA 

TDU 

Tª Inicial 40 ⁰C 
Presión 20,75 psi 
Rampa 1  
    Velocidad 60 ⁰C/min 
    Temperatura 250 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 
Modo  Splitless 
Tª de transferencia Rampa de Tª 

CIS 

Liner Tenax TATM 
Inicial   
    Tª  -40 ⁰C 
    Tiempo de equilibrio 0,50 min 
    Tiempo inicial 0,10 min 
Rampa  
    Velocidad 12 ⁰C/s 
    Temperatura 230 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 
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3.1.9. Análisis estadístico 

Con el objetivo de encontrar la combinación de condiciones que maximice la 

extracción global de compuestos volátiles del mosto, se propuso un análisis 

estadístico en el que se estudiaron, simultáneamente, los valores de área relativa 

de todos los compuestos volátiles, obtenidos en cada una de las combinaciones 

de condiciones descritas experimentalmente.  

Antes de abordar este análisis, se realizó un exhaustivo análisis descriptivo de 

los resultados obtenidos, que permitió eliminar, cuando fue necesario, algún 

compuesto y/o cromatograma (outliers). Al realizar el análisis descriptivo se 

observó que existía un considerable grado de relación entre las condiciones que 

mejor extraían algunos de los compuestos volátiles, lo que justificó la necesidad 

de analizar todos los valores de forma conjunta mediante un tratamiento 

multivariante.  

Para realizar el análisis conjunto de los compuestos volátiles, en primer lugar 

se realizó un análisis de componentes principales (PCA), que permitió reducir, 

en gran medida, la dimensionalidad del problema, sintetizando los vectores de 

datos iniciales, en un número reducido de componentes principales (G. James et 

al., 2013). Con el fin de simplificar la interpretación de cada componente 

principal, se aplicó el método de rotación Varimax (Kaiser, 1958). También se 

realizó la prueba de adecuación muestral de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) y la 

prueba de esfericidad de Barlett, para comprobar que es adecuado realizar un 

análisis factorial con los datos obtenidos (Hair et al., 2010). En segundo lugar, se 

realizó un análisis de la varianza multifactorial (ANOVA, Analysis of Variance), 

tomando como variable respuesta los scores de cada una de las componentes 

principales (PCs). La selección de las condiciones óptimas se realizó teniendo en 

cuenta las condiciones que producían los valores más elevados en cada una de 
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las componentes principales (PCs), y buscando entre ellas una solución de 

equilibrio, con el fin de encontrar la maximización global. 

Este análisis estadístico se realizó de forma individual para cada método, con 

el objetivo de obtener las mejores condiciones de extracción para SBSE, las 

mejores para mSBSE y las mejores para TF-SPME. Se utilizó el software IBM SPSS 

Statistics para Windows, versión 25.0. (IBM Corp, Armonk, EE.UU.). 

Finalmente, para elegir el método con el que se iban a analizar las muestras 

que formarían los modelos de calibración, se llevaron a cabo 3 extracciones en 

mosto con la mejor combinación de condiciones obtenida para la SBSE, y otras 

tres con las mejores condiciones obtenidas para la mSBSE, y se compararon 

mediante un ANOVA de un factor. La técnica que mejores resultados 

proporcionó fue la SBSE, que se comparó con las mejores condiciones obtenidas 

para TF-SPME siguiendo la misma dinámica (Apartado 4.2). La comparación dio 

como resultado que la técnica TF-SPME era la que más maximizaba la extracción 

de compuestos volátiles del mosto, por lo que fue la técnica utilizada para 

obtener los datos de referencia que se emplearán en la construcción de los 

modelos de calibración.   
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3.2. USO DE LA HSI Y LA NIRS PARA LA PREDICCIÓN DE LA 

COMPOSICIÓN AROMÁTICA Y LOS TSS EN BAYAS DE 

TEMPRANILLO BLANCO Y TEMPRANILLO 

3.2.1. Materiales, sensores y equipo analítico 

En este apartado se presentan todos los materiales, sensores y equipo analítico 

utilizados para llevar a cabo la toma de datos espectrales mediante imagen 

hiperespectral y espectroscopía NIR, la medida del ⁰Brix mediante refractometría 

y el análisis de compuestos volátiles mediante el método de referencia TF-SPME-

GC-MS.  

3.2.1.1. Materiales 

Los materiales necesarios para poder llevar a cabo las medidas espectrales, la 

medida de ⁰Brix y el análisis de compuestos volátiles en las muestras de 

Tempranillo y Tempranillo Blanco fueron: batidora Philips HR2602/00 (Philips, 

Ámsterdam, Holanda), tubos Falcon de 50 mL (Astik´s), los reactivos NaCl, EtOH 

y 2-octanol (Merck), agua Milli-Q®, agitador magnético múltiple de 6 posiciones 

(LSCI), TF impregnadas de la fase absorbente PDMS/CAR (GERSTEL), viales con 

rosca de vidrio transparente de 10 mL, sus tapones e insertos de metal para 

suspender las TFs (Figura 3.3) (GERSTEL), liners de vidrio rellenados con Tenax 

TATM (GERSTEL) y agitadores magnéticos de vidrio de borosilicato (GERSTEL).  
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3.2.1.2. Cámara hiperespectral

El sistema se componía de: la cámara hiperespectral utilizada para realizar la 

medida de los espectros, en el rango visible + infrarrojo cercano de onda corta 

(VIS+SW-NIR) (400-1.000 nm), que fue una Resonon Pika L VIS-NIR (Resonon 

Inc, Bozeman, EE.UU.) (Figura 3.12), una fuente de iluminación con 4 lámparas 

halógenas de 50 W, una plataforma móvil, en la que se colocaba la muestra y un 

ordenador en el que estaba instalado el software de análisis. 

Figura 3.12. Cámara de imagen hiperespectral Resonon Pika L VIS-NIR.

Como referencia blanca se utilizó un SpectralonTM (Labsphere, Sutton, EE.UU.) 

(Figura 3.13A), como referencia oscura se utilizó el tapón del objetivo de la cámara 

(Figura 3.13B) y para colocar las bayas de uva se utilizaron dos porta muestras

(Figura 3.13C).

Figura 3.13. Partes de la cámara de imagen hiperespectral. A) SpectralonTM, B) tapón 
para el objetivo, C) porta muestras.
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3.2.1.3. Espectrómetro de infrarrojo cercano (NIR)

El espectrómetro utilizado para adquirir los datos espectrales fue un 

espectrómetro NIR PSS 2120 (Polytec GmbH, Waldbronn, Alemania), que opera 

en el rango 1.100-2.100 nm. Este incluye un policromador y un detector de red de 

diodos de arseniuro de galio e indio (InGaAs). El instrumento presenta un 

cabezal del sensor basado en una lámpara halógena de 20 W de volframio para 

la captación de luz, una unidad de procesamiento y una fibra óptica que los une 

(Figura 3.14). El cabezal del sensor tiene integrado un mecanismo de referencia 

blanco (SpectralonTM) y oscuro, que se activa con el software.   

Figura 3.14. Espectrómetro NIR PSS 2120.

3.2.1.4. Refractómetro

El refractómetro utilizado para realizar la medición del parámetro ⁰Brix, 

utilizado como medida de referencia para el diseño de los modelos de 

calibración, fue un refractómetro digital DBR-95 (XS, Carpi MO, Italia) (Figura 

3.15).
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Figura 3.15. Refractómetro digital DBR-95.

3.2.1.5. Cromatógrafo de gases-espectrómetro de masas (GC-MS)

El equipo cromatográfico que se utilizó para la medida de los compuestos 

volátiles de las muestras utilizadas para la obtención de los modelos de 

calibración pertenece al grupo “Cátedra de Química Agrícola” de la Universidad de 

Castilla-La Mancha - Campus de Albacete. Se trata de un GC (Agilent 7890A) 

acoplado a un MS (Agilent 5975C) con cuadrupolo simple de ionización 

electrónica. El equipo tiene instalado un sistema de automuestreador 

(GERSTEL), que consistía en un MPS, equipado con una bandeja de tubos de 98 

posiciones, una TDU y un CIS-4 conectado a un dispositivo de enfriamiento 

criostático (CCD2, Cryostatic Cooling Device) (GERSTEL) (Figura 3.16). La columna 

cromatográfica es la misma que se utilizó para la optimización del método 

analítico (Apartado 3.1.1.3).

Figura 3.16. Cromatógrafo de gases (Agilent 7890A) acoplado a un espectrómetro de 
masas (Agilent 5975C).
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3.2.2. Características y localización de las áreas de muestreo

En este apartado se van a describir las parcelas de las dos variedades, 

Tempranillo Blanco y Tempranillo, con las que se realizó la adquisición de 

espectros mediante HSI y NIRS y la medida de su composición aromática 

mediante TF-SPME-GC-MS y de los TSS mediante refractometría (Figura 3.17).

Figura 3.17. Situación de las parcelas donde se tomaron las muestras de Tempranillo 
Blanco y Tempranillo dentro de la D.O.Ca. Rioja. 

3.2.2.1. Parcela de Tempranillo Blanco

Los racimos de Vitis vinifera L. Tempranillo Blanco se recolectaron al azar, de 

forma manual, de dos hileras de una parcela propiedad del Gobierno de La Rioja, 

situada en la Finca de La Grajera (Logroño, La Rioja, España), dentro de la zona 

Rioja Alta y al lado del Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino. Las coordenadas 

de la parcela son: 42⁰26´27´´N y 2⁰30´51´´O, a una altitud de 447 m.s.n.m. El 

viñedo fue plantado en el año 2002, siguiendo una orientación Este-Oeste. Las 

cepas fueron injertadas sobre un portainjerto 110-Richter, y se condujeron en un 

sistema de emparrado vertical, con un espacio entre filas de 3,00 m y entre cepas 

dentro de la hilera de 1,10 m, dando una densidad de 3.030 plantas/ha (Figura 

3.18).
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Figura 3.18. Parcela de Vitis vinifera L. Tempranillo Blanco situada en la Finca de La 
Grajera (Logroño, La Rioja, España).

3.2.2.2. Parcela de Tempranillo

Los racimos de Vitis vinifera L. Tempranillo fueron recogidos manualmente en 

un viñedo situado en Tudelilla (La Rioja, España). Las coordenadas de la parcela 

son 42⁰18´18´´N y 2⁰07´15´´O, a una altitud de 515 m.s.n.m. El viñedo fue plantado 

en 2002, con cepas del clon 776 de Tempranillo, injertadas sobre un portainjerto 

110-Ritcher. Las vides se condujeron en espaldera vertical sobre un sistema de 

doble cordón Royat. El espacio entre hileras es de 2,60 m y de 1,20 m entre cepas 

dentro de cada hilera, con una densidad de plantación de 3.205 plantas/ha y una

orientación Norte-Sur (Figura 3.19).
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Figura 3.19. Parcela de Vitis vinifera L. Tempranillo situada en Tudelilla (La Rioja, 
España).

3.2.3. Toma de las muestras para la adquisición de espectros y la medida de su 

composición aromática y de los TSS

La toma de muestras se realizó desde el envero hasta post-vendimia, con el 

objetivo de cubrir el máximo rango de maduración de las uvas, para ambas 

variedades, en las añadas 2019 y 2020.

3.2.3.1. Tempranillo Blanco

Durante la campaña de 2019, se recogieron racimos semanalmente, durante 5 

semanas, desde agosto hasta septiembre. Las fechas en las que se recogieron los 

racimos fueron las siguientes: 12, 19 y 26 de agosto, y 2 y 9 de septiembre. Durante 

la campaña de 2020, también se recogieron racimos semanalmente, esta vez 

durante 7 semanas, desde julio hasta septiembre. Las fechas en las que se 



3.2. Uso de la HSI y la NIRS para la predicción de la composición aromática 

 
127 

 

recolectaron los racimos fueron: 29 de julio, 5, 12, 19 y 26 de agosto, y 2 y 9 de 

septiembre (Tabla 3.12).  

Tabla 3.12. Fechas de recogida de las muestras en las campañas de 2019 y 2020 para la 
variedad Vitis vinifera L. Tempranillo Blanco.  

1º 2º  3º  4º  5º  6º  7º  

12/08/2019 19/08/19 26/08/2019 02/09/2019 09/09/2019 - - 

29/07/2020 05/08/2020 12/08/2020 19/08/2020 26/08/2020 02/09/2020 09/09/2020 

Para llevar a cabo la recogida de muestras, se seleccionaron dos hileras de la 

parcela de Vitis vinifera L. Tempranillo Blanco. En cada fecha se llenaron 25 

bolsas, con 2-3 racimos cada una, seleccionados de forma aleatoria a lo largo de 

las dos hileras (Figura 3.20). El mismo día de la recogida se congelaban los 

racimos a -20 ⁰C hasta el momento de la preparación de las muestras.  
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Figura 3.20. Esquema de la parcela de Vitis vinifera L. Tempranillo 
Blanco en la Finca de La Grajera (Logroño, La Rioja, España).
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3.2.3.2. Tempranillo 

Durante la campaña de 2019, se recogieron racimos semanalmente, durante 

cinco semanas, desde agosto hasta septiembre. Las fechas en las que se recogieron 

los racimos fueron las siguientes: 19 y 26 de agosto, y 2, 9 y 16 de septiembre. 

Durante la campaña de 2020, se recogieron racimos semanalmente, durante siete 

semanas. Las fechas en las que se recogieron los racimos fueron las siguientes: 5, 

12, 19 y 26 de agosto, y 2, 9 y 16 de septiembre (Tabla 3.13). 

Tabla 3.13. Fechas de recogida de las muestras en las campañas de 2019 y 2020 para la 
variedad Vitis vinifera L. Tempranillo. 

1º 2º 3º 4º 5º 6º 7º 

19/08/2019 26/08/2019 02/09/2019 09/09/2019 16/09/2019 - - 

05/08/2020 12/08/2020 19/08/2020 26/08/2020 02/09/2020 09/09/2020 16/09/2020 

Para llevar a cabo el muestreo de Vitis vinifera L. Tempranillo, se seleccionaron 

cinco filas de la parcela (Figura 3.21). Las filas en las que se realizó el muestreo 

fueron la 1, 3 y 5. De cada fila se seleccionaron tres bloques, dando un total de 

nueve bloques seleccionados (B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8 y B9), cada bloque se 

componía de 5 foros (F1, F2, F3, F4 y F5), de los cuales se muestreaban tres (F2, 

F3 y F4), dejando los foros de los extremos sin muestrear (F1 y F5). De cada foro, 

que estaba compuesto por cinco cepas cada uno, se recogía una bolsa con 2-3 

racimos, por lo que se recogieron un total de 27 bolsas por fecha (9 bloques x 3 

foros muestreados). El mismo día de la recogida se congelaban los racimos a -20 

⁰C hasta el momento de la preparación de las muestras. 

El motivo de realizar el muestreo de Tempranillo de este modo fue que la 

parcela ya estaba dividida de esta forma por otros ensayos que se realizaron 

anteriormente. 
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Figura 3.21. Esquema de la parcela de Vitis vinifera L. Tempranillo 
(Tudelilla, La Rioja, España).

3.2.4. Preparación de las muestras para la adquisición de espectros y la medida 

de su composición aromática y de los TSS

Una vez recogidas las muestras de las dos variedades (Tempranillo Blanco y 

Tempranillo) en las dos añadas (2019 y 2020), y previamente a la adquisición de 

los espectros, al análisis de compuestos volátiles y a la medida del ⁰Brix, se 

procedió a la preparación de las muestras. Para ello, se desgranaron, sin 

descongelar, todos los racimos de una misma fecha en una bandeja. 

Posteriormente, se mezclaron bien todas las bayas con el fin de conseguir 

homogeneidad. Una vez homogeneizadas, se prepararon 20 muestras para cada 

fecha formadas por 64 bayas cada una (Figura 3.22). 
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Figura 3.22. Esquema de la preparación de las muestras de una fecha de Tempranillo. 
A) Bolsa de una fecha con 27 bolsas pequeñas, B) bolsa pequeña con 2-3 racimos, C) 

bandeja con las bayas de todos los racimos desgranados, D) selección aleatoria de las 
64 bayas de una muestra.

Una vez finalizado todo el proceso, se obtuvieron 100 muestras de cada 

variedad (5 fechas x 20 muestras de cada fecha) para el año 2019, y 140 muestras 

de cada variedad (7 fechas x 20 muestras de cada fecha) para el año 2020, dando 

un total de 240 muestras para Tempranillo Blanco y 240 muestras para 

Tempranillo (Tabla 3.14). De este modo nos aseguramos tener el número 

suficiente de muestras para diseñar modelos de calibración robustos. 

Tabla 3.14. Número de muestras por fecha, año y totales para cada una de las 
variedades (Tempranillo Blanco y Tempranillo).

Fechas
1 2 3 4 5 6 7 ∑

2019 20 20 20 20 20 - - 100 
2020 20 20 20 20 20 20 20 140 

240
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3.2.5. Medidas espectrales mediante HSI y NIRS 

Antes de llevar a cabo la toma de las medidas espectrales, en primer lugar, se 

sacaban las muestras que se iban a medir ese día para su descongelación. En 

segundo lugar, se encendían las lámparas de la cámara hiperespectral 30 minutos 

antes de la toma de muestras y la lámpara del NIR 1 hora antes de la toma de 

muestras. Por último, se bajaban las persianas y se apagaban las luces del 

laboratorio con el fin de evitar cualquier tipo de interferencia lumínica.  

Una vez descongeladas y atemperadas las muestras, y cuando ya había pasado 

el tiempo necesario para que se calentasen las lámparas, se comenzaba con las 

medidas espectrales. En primer lugar, se realizaba la adquisición de las medidas 

espectrales con la cámara hiperespectral en el rango VIS+SW-NIR (400-1.000 nm), 

y después se adquirían los espectros con el espectrómetro NIR (1.100-2.100 nm).  

3.2.5.1. Adquisición de imágenes hiperespectrales en el rango VIS+SW-NIR 

Las imágenes hiperespectrales se adquirieron en condiciones de laboratorio 

utilizando la cámara descrita en el Apartado 3.2.1.2, conectada a un ordenador que 

tenía instalado el Software SpectrononPro (Figura 3.12). La resolución espectral de 

la cámara fue de 2,1 nm, lo que daba un total de 300 bandas en el rango de 400 a 

1.000 nm. La cantidad de información captada por el sensor en cada línea espacial 

(columna) de la imagen hiperespectral fue de 900 píxeles, y el número total de 

líneas fue de 725. El tiempo de integración de cada línea fue de 30 fps (33,33 ms), 

por lo que el tiempo total que tardaba la cámara en generar una imagen fue de 

24,16 s (33,33 ms x 725 líneas). La cámara hiperespectral estaba situada a 480 mm 

de las muestras de uva y estas se iluminaron con cuatro lámparas halógenas de 

50 w (Figura 3.12).  

Antes de comenzar con la medida de las muestras, se tomó una referencia de 

blanco, colocando el Spectralon (Figura 3.13 A) a la misma distancia que se 
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situaban posteriormente las muestras y adquiriendo la imagen hiperespectral. 

Después se tomó la referencia oscura colocando el tapón en el objetivo de la 

cámara (Figura 3.13 B). 

Una vez adquiridas ambas referencias se llevó a cabo la medida espectral de 

las muestras. Cada muestra se componía de 64 bayas y, puesto que en los dos 

porta muestras cabían un total de 32 bayas, se obtuvieron y adquirieron dos 

submuestras de cada muestra. De este modo nos aseguramos de que todas las 

bayas fuesen empleadas para las medidas. Para ello se colocaron las primeras 32 

bayas, previamente descongeladas y secadas con un papel (Figura 3.23A), con el 

pedicelo de las bayas hacia abajo, para evitar diferencias entre la superficie de la 

baya y el pedicelo y repartidas en dos porta muestras de 16 posiciones (Figura 

3.23B), y se adquirió la imagen hiperespectral de esas 32 bayas, a la que 

llamaremos submuestra 1. Una vez terminado el tiempo de adquisición de la 

primera submuestra se retiraban esas 32 bayas y se colocaban las 32 restantes, de 

este modo obteníamos la submuestra 2. Este proceso se repitió para las 240 

muestras de Tempranillo Blanco y para las 240 muestras de Tempranillo. Entre 

muestra y muestra se limpiaba la placa con papel para eliminar residuos 

anteriores. En la Figura 3.23 se muestra un esquema del proceso de medida de 

imágenes hiperespectrales.  
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Figura 3.23. Proceso de adquisición de imágenes hiperespectrales. A) Muestras en el 
momento de descongelación y secado, B) porta muestras con una submuestra de 32 

bayas, y C) adquisición de imagen hiperespectral de una submuestra.

La información bruta que proporcionaba la cámara, adquirida como 

intensidad luminosa, se tradujo a reflectancia (R) mediante la siguiente ecuación 

(Ecuación 3.1),

donde λ es la longitud de onda (nm), G es la intensidad de la luz reflejada por 

las bayas, W es la intensidad de la luz procedente de la referencia del blanco y D

es la intensidad de la luz procedente de la referencia oscura. 

Puesto que el software estaba configurado para absorbancia, la reflectancia (R) 

se convirtió a absorbancia mediante la siguiente ecuación (Ecuación 3.2). 

Ecuación 3.1

Ecuación 3.2



3.2. Uso de la HSI y la NIRS para la predicción de la composición aromática

135

3.2.5.2. Adquisición de medidas espectrales mediante espectroscopía NIR

Los datos espectrales se adquirieron utilizando el espectrómetro descrito en el 

Apartado 3.2.1.3 en condiciones de laboratorio, inmediatamente después de 

terminar la adquisición de las imágenes hiperespectrales. 

El espectrómetro tiene una resolución de 2 nm, con 501 data points por espectro. 

La toma de espectros se realizó a temperatura ambiente, en modo de reflectancia, 

y mediante una media de 32 barridos. La altura entre el cabezal del sensor y el 

porta muestras donde se colocaban las bayas es de 250 mm. La referencia blanca 

y negra están integradas en el sensor, por lo que el software PSS-HOP las toma 

automáticamente. Las referencias se realizaban antes de comenzar con la medida 

de las muestras, y cada 200 espectros aproximadamente. 

Una vez adquiridas las referencias, se comenzó con la medida de muestras. 

Para ello se midieron y promediaron 8 submuestras compuestos por 8 bayas cada 

una, midiendo así las 64 bayas que conforman una muestra. Estas bayas se 

colocaron en un porta muestras dentro de la zona de medición, con el pedicelo 

de las bayas hacia abajo, para evitar diferencias entre la superficie de la baya y el 

pedicelo (Figura 3.24). Este proceso se repitió para las 240 muestras de 

Tempranillo Blanco y para las 240 muestras de Tempranillo. Entre muestra y 

muestra se limpiaba la placa con papel para eliminar residuos anteriores. 

Figura 3.24. Submuestra de 8 bayas de una de las muestras de 
Tempranillo Blanco preparada para ser medida en el espectrómetro NIR.
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Los espectros se corrigieron utilizando los valores de referencia blanco y 

oscuro, siguiendo la Ecuación 3.1. A continuación, la reflectancia (R) se convirtió 

en absorbancia siguiendo la Ecuación 3.2.

Una vez terminada la adquisición de medidas espectrales, tanto de las 

imágenes hiperespectrales como de los espectros NIR, se trituraron las 64 bayas 

de cada muestra con la batidora durante 30 s, y se añadió la pasta a un tubo 

Falcon de 50 mL. Los Falcon se congelaron a -20 ⁰C hasta su posterior utilización 

para el análisis de compuestos volátiles mediante TF-SPME-GC-MS, y la medida 

de los sólidos solubles totales (TSS, Total Soluble Solids) (⁰ Brix) mediante 

refractometría. En la Figura 3.25 se muestra un esquema del proceso de triturado 

de muestras. 

Figura 3.25. Esquema del triturado de muestras posterior a la adquisición de medidas 
espectrales. A) 12 muestras con sus respectivos tubos Falcon preparadas para ser 

trituradas, B) las 64 bayas de una muestra dentro de la batidora, y C) tubos Falcon con 
la pasta de las 64 bayas. 
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3.2.6. Análisis de compuestos volátiles en mostos de Tempranillo y 

Tempranillo Blanco mediante TF-SPME-GC-MS 

El método utilizado para el análisis de compuestos volátiles en las muestras 

de Vitis vinifera L. Tempranillo y Tempranillo Blanco fue el definido en el 

Apartado 3.1.8 y optimizado en Marín-San Román et al. (2022), con pequeñas 

modificaciones para mejorar la extracción de los compuestos de interés y la 

resolución de los cromatogramas. Este método se utilizó para la obtención de los 

valores de referencia utilizados en la construcción de los modelos de calibración.  

3.2.6.1. Extracción de compuestos volátiles del mosto mediante TF-SPME 

El día anterior a realizar la extracción, se descongelaron las muestras a las que 

se les iba a realizar el análisis de compuestos volátiles. Una vez descongeladas, 

se centrifugaban a 3.900 rpm, durante 15 minutos (Figura 3.26A).  

Para llevar a cabo la extracción, se añadió una alícuota de 9 mL del mosto 

centrifugado, 25 μL del patrón interno (2-octanol, 5 μL de 2-octanol/100 mL de 

EtOH) y 2,5 g de NaCl en un vial de 10 mL con tapón de rosca (Figuras 3.26B y 

C). La modificación realizada respecto al método optimizado fue la adición de 

NaCl, que se empezó a utilizar por recomendación del proveedor de las TFs. 

Finalmente, se añadió un agitador magnético de vidrio de borosilicato, y se 

introdujo la TF de PDMS/CAR sujeta en el inserto de metal para TFs (Figura 3.26 

D). Se repitió lo mismo para todas las muestras del día. La extracción de todas las 

muestras se realizó a temperatura ambiente, durante 6 horas, y a 500 rpm (Figura 

3.26 E). Una vez finalizado el tiempo de extracción, se retiraron las TFs con unas 

pinzas, se limpiaron con abundante H2O destilada, y se secaron con un papel. 

Una vez secas, se trasladaron a los tubos de desorción situados en la bandeja de 

98 posiciones del automuestreador. El esquema de la preparación de la muestra 
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para la extracción de compuestos volátiles en las muestras de mosto se puede ver 

en la Figura 3.26.

Figura 3.26. Esquema del proceso de preparación de la muestra para la extracción de 
compuestos volátiles mediante TF-SPME en muestras de mosto de Tempranillo Blanco. 

A) Muestras centrifugadas, B) adición de NaCl, C) adición del mosto y del 2-octanol 
(P.I.) a los viales de TF-SPME, D) inserto de metal con las TFs suspendidas dentro del 

vial y E) viales en el agitador multiposición en el momento de la extracción. 

3.2.6.2. Condiciones de desorción para la TF-SPME-GC-MS

Las condiciones de desorción utilizadas fueron las descritas en el Apartado 

3.1.8.4, con la única diferencia de que, en este caso, para enfriar el CIS-4 se utilizó 

el dispositivo CCD2 en vez de N2 líquido. La desorción de los compuestos 

volátiles se realizó en la TDU (Figura 3.11F), a una presión constante de 20,75 psi. 

La TDU se programó de 40 ⁰C a 250 ⁰C mediante una rampa de temperatura de 

60 ⁰C/min, y se mantuvo a 250 ⁰C durante 5 min. Los analitos se retuvieron en el 

CIS-4, que contenía el liner de Tenax TATM, a -40 ⁰C con refrigeración mediante el 

CCD2. Tras la desorción y la concentración de los analitos en el CIS-4, este se 

calentó de -40 ⁰C a 230 ⁰C a una velocidad de 12 ⁰C/s, y se mantuvo a esa 

temperatura durante 5 minutos para terminar de transferir los analitos a la 
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columna cromatográfica. Las condiciones de la desorción se pueden observar en 

la Tabla 3.11. 

3.2.6.3. Condiciones cromatográficas para la TF-SPME-GC-MS 

Una vez transferidos los compuestos volátiles a la columna cromatográfica, se 

separaron en el GC y se detectaron en el MS de simple cuadrupolo (Q). El horno 

fue programado de los 40 ⁰C hasta los 230 ⁰C mediante cuatro rampas de 

temperatura. Se mantuvo a 40 ⁰C durante 2 minutos y subió hasta los 80 ⁰C, 

mediante la primera rampa de 5 ⁰C/min, donde se mantuvo otros 2 min. La 

segunda rampa fue de 10 ⁰C/min hasta los 130 ⁰C, donde se mantuvo 5 minutos. 

La tercera rampa fue de 5 ⁰C/min hasta los 150 ⁰C, donde se mantuvo otros 5 

minutos. La cuarta rampa fue de 10 ⁰C/min hasta la temperatura final de 230 ⁰C, 

donde se mantuvo los últimos 5 minutos. La adquisición en el detector (MS) se 

realizó en Full Scan, o barrido completo, de todos los iones comprendidos entre 

35 y 180 m/z, con una energía de ionización de 70 eV. Los compuestos se 

identificaron utilizando el tiempo de retención obtenido con sus patrones 

comerciales, y también comparando el espectro de masas de cada compuesto con 

los de la librería NIST, cuando era necesario. La integración de los 

cromatogramas se realizó en el EIC, extrayendo el ion principal de cada 

compuesto. Los iones utilizados para cada compuesto aparecen en la Tabla 3.15. 

La cuantificación de los compuestos volátiles del mosto se realizó usando las 

curvas de calibrado de los patrones comerciales. Las condiciones del GC-MS se 

pueden ver resumidas en la Tabla 3.16.   
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Tabla 3.15. Lista de compuestos volátiles identificados en las muestras de Vitis 
vinifera L. Tempranillo Blanco y Tempranillo mediante TF-SPME y valores de 

m/z utilizados para su integración. 

  

Compuesto m/z Compuesto m/z 

(E)-2-hexenal 41 
Citral 
β-Damascenona 
Geraniol 

69 

Ácido acético 43 Linalool 71 
2-Octanol (P.I.) 45 Benzaldehído 77 
Hexanal 
1-Hexanol 

56 Alcohol bencílico 79 

(E)-2-Hexen-1-ol 57 2-Feniletanol 91 
α-Terpineol 59 p-Cimeno 119 
Ácido hexanoico 
Ácido octanoico 
Ácido nonanoico 
Ácido decanoico 

60 β-Ionona 177 

(Z)-3-Hexen-1-ol 67   
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Tabla 3.16. Condiciones cromatográficas del método de TF-SPME-GC-MS utilizadas 
para determinar los compuestos volátiles de las muestras de Vitis vinifera L. 

Tempranillo Blanco y Tempranillo. 

  

CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 

COLUMNA  
BP21 

Formato Capilar 
Recubrimiento Sílice fundida 
Dimensiones  
     Largo 30 m 
     Diámetro interno 0,25 mm 
     Espesor de película 0,25 μm 

HORNO 

Tª inicial 40 ⁰C 
Tiempo de espera 2 min 
Rampa 1  
    Velocidad 5 ⁰C/min 
    Temperatura 80 ⁰C 
    Tiempo de espera 2 min 
Rampa 2  
    Velocidad 10 ⁰C/min 
    Temperatura 130 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 
Rampa 3  
    Velocidad 5 ⁰C/min 
    Temperatura 150 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 
Rampa 4  
    Velocidad 10 ⁰C/min 
    Temperatura 230 ⁰C 
    Tiempo de espera 5 min 

MS 
 Modo Full Scan 35 -180 m/z 

Energía ionización 70 eV 
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3.2.6.4. Curvas de calibrado 

Las disoluciones patrón, que contenían diferentes concentraciones de los 

patrones comerciales, fueron preparadas en 50 mL de EtOH, y se extrajeron, 

desorbieron y cuantificaron del mismo modo que las muestras. Cada disolución 

fue analizada por triplicado (n = 3). Los patrones comerciales utilizados para 

elaborar las curvas de calibrado, así como su coeficiente de determinación (R2), 

se pueden ver en la Tabla 3.17. La concentración de los compuestos volátiles de 

los que no se disponía su patrón comercial, se calculó utilizando la curva de 

calibración de un compuesto de la misma familia, y que se encontraba en un 

rango de concentración similar. De este modo, para el citral se utilizó la curva del 

linalool; para el p-cimeno, la curva del α-terpineol; para los ácidos acético, 

hexanoico y nonanoico, la curva del ácido decanoico; y para el (Z)-3-hexen-1-ol, 

la curva del (E)-2-hexen-1-ol.  

Tabla 3.17. Patrones comerciales con los que se realizaron las curvas de calibración, y 
sus coeficientes de determinación (R2). 

Compuesto R2 Compuesto R2 

α-Terpineol 0,9942 Alcohol bencílico 0,9961 
Geraniol 0,9154 Ácido octanoico 0,9707 
Linalool 0,9643 Ácido decanoico 0,9846 
β-Damascenona 0,9684 (E)-2-Hexenal 0,9937 
β-Ionona 0,9803 Hexanal 0,9898 
Benzaldehído 0,9684 1-Hexanol 0,9706 
2-Feniletanol 0,9853 (E)-2-Hexen-1-ol 0,9748 
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3.2.7. Medida de los sólidos solubles totales (TSS) mediante refractometría

Para la medida del ⁰Brix se utilizó el refractómetro digital DBR-95 (Apartado 

3.2.1.4). Antes de hacer la medida, se realizó la calibración, añadiendo unas gotas 

de H2O destilada al pocillo del refractómetro. Una vez calibrado y seco, se 

añadieron unas gotas de la muestra y se midió su ⁰Brix. Se repitió la misma 

operación para las 480 muestras totales.  

3.2.8. Análisis estadístico

Una vez adquiridas todas las medidas espectrales (VIS+SW-NIR y NIR) y 

analizados los compuestos volátiles y los TSS, se llevó a cabo el análisis 

estadístico de los datos siguiendo el esquema de la Figura 3.27.

Figura 3.27. Diagrama de flujo del análisis de datos de imágenes hiperespectrales y 
espectroscopía NIR para la construcción de los modelos de calibración. 
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3.2.8.1. Pretratamientos espectrales 

En primer lugar, se realizó el procesamiento de los datos espectrales con el 

objetivo de reducir o eliminar posibles variaciones en los espectros debidas al 

ruido (instrumental y/o ambiental). Se comenzó con el promediado de espectros, 

seguido de la variable normal estándar (SNV), el ajuste de la línea base o De-

Trending (DT), la derivación y el suavizado.  

Promediado de espectros. Para cada imagen hiperespectral, compuesta por 32 

bayas, un código automatizado, programado en MatlabTM, permitió seleccionar 

las regiones de interés (ROI, Region of Interest) relativas a cada una de las 32 bayas, 

utilizando un diámetro de 7 mm para cada baya (Figura 3.28A). Una vez extraídas 

las ROI, se utilizaron para calcular el espectro promedio de cada baya (Figuras 

3.28B-C) y el espectro promedio de una submuestra (Figuras 3.28D-E). Finalmente 

se calculó el espectro promedio de la muestra, que estaba compuesto de dos 

submuestras.  
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Figura 3.28. A) Imagen hiperespectral (VIS+SW-NIR) de 32 bayas colocadas en los dos 
porta muestras con las regiones de interés (ROI) seleccionadas. B) Espectros de 

absorbancia media de cada baya de una submuestra de Tempranillo Blanco y C) de 
una submuestra de Tempranillo. D) Espectro promedio de absorbancia de todas las 

bayas en una submuestra de Tempranillo Blanco, y E) de una submuestra de 
Tempranillo. 
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Por otro lado, los datos espectrales recogidos en el Polytec PSS 2120 se 

analizaron mediante el software SL Utilities (Versión 3.1, Polytec GmbH, 

Waldbronn, Alemania). El espectro medio de cada muestra se representó 

promediando los espectros de las 8 submuestras formadas por ocho bayas, es 

decir, de las 64 bayas (Figura 3.29). 

Figura 3.29. Espectros promedios de cada una de las 20 muestras de una fecha de A) 
Tempranillo Blanco, y B) Tempranillo, para la región NIR. R: reflectancia.

El resto de pretratamientos espectrales se llevó a cabo en el programa WinISI 

II (Versión 1.50, Infrasoft International, PortMatilda, PA, EE.UU.), con los 

espectros promedios de cada muestra. 

Variable normal estándar (SNV) y De-Trending (DT). Se llevó a cabo una SNV 

y un DT para eliminar los efectos de la dispersión y compensar la desviación de 

la línea base. 

Derivada de Savitzky-Golay y suavizado. Se aplicó el proceso de derivada y 

suavizado probando la primera y segunda derivada, así como diferentes tamaños 

de ventana. 
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3.2.8.2. Reducción de la dimensionalidad mediante análisis de componentes principales 

(PCA) 

Con el fin de explorar la estructura de los datos, visualizar la presencia de 

valores atípicos en los espectros, y también identificar las principales fuentes de 

variabilidad en los espectros se llevó a cabo un análisis de componentes 

principales (PCA) con el espectro promedio de cada muestra ya pretratado. El 

objetivo de este PCA fue reducir la dimensionalidad del problema sin perder 

información. Finalmente se decidió no considerar anómalo ningún espectro.  

3.2.8.3. Regresión por mínimos cuadrados parciales modificada (MPLS)  

Una vez pretratados los espectros, se utilizó la regresión por mínimos 

cuadrados parciales modificada (MPLS) para la predicción de los valores de 

compuestos volátiles y de TSS, utilizando los espectros promedios adquiridos en 

bayas intactas de Tempranillo Blanco y Tempranillo, para los rangos VIS+SW-

NIR y NIR. Por lo que se realizaron cuatro conjuntos de datos que se pueden ver 

en la Tabla 3.18.   

Tabla 3.18. Conjuntos de datos para las dos variedades (Tempranillo Blanco y 
Tempranillo) y los dos rangos espectrales (VIS+SW-NIR y NIR). 

Tempranillo Blanco 
Conjunto 1 Datos espectrales VIS+SW-NIR Datos de referencia de 

compuestos volátiles y TSS Conjunto 2 Datos espectrales NIR 
Tempranillo 

Conjunto 3 Datos espectrales VIS+SW-NIR Datos de referencia de 
compuestos volátiles y TSS Conjunto 4 Datos espectrales NIR 

Cada conjunto de datos estaba compuesto por 240 muestras, excepto el 

conjunto 1, en el que se perdieron 4 espectros y se realizó con 236 muestras. El 

conjunto de datos original de cada modelo se dividió en dos conjuntos de datos 

independientes: un conjunto de calibración, formado por el 80 % de las muestras 

totales, y un conjunto de predicción, formado por el 20 % restante, elegido de 
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forma aleatoria (Tabla 3.19). Cada conjunto incluía muestras distribuidas 

adecuadamente y que cubrían todo el rango de concentración de compuestos 

volátiles y de TSS.  

Tabla 3.19. Número de muestras totales para cada conjunto de datos original y para 
cada conjunto de datos independiente. 

Conjunto 1 236 muestras totales 
188 muestras de calibración 
48 muestras de predicción 

Conjuntos 2, 3, y 4 240 muestras totales 
192 muestras de calibración 
48 muestras de predicción 

El conjunto de datos de calibración se sometió a la eliminación de los valores 

atípicos químicos (outliers), es decir, de los datos de referencia de cada compuesto 

volátil y de los TSS, en función de su valor en la t de Student, utilizando como 

límite crítico un valor de t > 2,5. Una vez eliminados los outliers de los datos de 

calibración se construyeron los modelos de calibración y se calcularon los 

estadísticos de calibración (SEC y R2C) y de validación cruzada (SECV, R2CV y 

RPDCV), para la que se dividió el colectivo de calibración en 4 grupos. El número 

óptimo de variables latentes (LV) se seleccionó según el que diese un menor 

SECV, con un máximo de 11 LV.  

Para comprobar que las ecuaciones de regresión o modelos de calibración 

obtenidos eran capaces de predecir muestras totalmente desconocidas, se utilizó 

el conjunto de datos de predicción para realizar la predicción externa. Esas 

muestras no formaron parte de las muestras utilizadas para construir los modelos 

de calibración en ningún momento. Con los datos de predicción se calcularon los 

parámetros estadísticos de predicción externa (SEP y R2P).  

Finalmente, con los parámetros estadísticos de calibración, de validación 

cruzada y de predicción externa se evaluaron los modelos. La precisión de 

calibración depende del error estándar de validación cruzada (SECV) y del error 

estándar de predicción (SEP). La proporción de varianza explicada de las 
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variables de respuesta se mide con las LV y con los coeficientes de determinación 

de calibración (R2C), validación cruzada (R2CV) y predicción externa (R2P). 
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4.1. OPTIMIZACIÓN DE LOS MÉTODOS DE EXTRACCIÓN 

PARA EL ANÁLISIS DE COMPUESTOS VOLÁTILES EN 

MOSTO 

4.1.1. Artículo 1: Optimización de los métodos de SBSE y mSBSE 

Título: Optimization of stir bar sorptive extraction (SBSE) and multi-stir 

bar sorptive extraction (mSBSE) to improve must volatile compounds 

extraction 

Publicado en: LWT - Food Science and Technology 172 (2022) 114182 

Autores: Marín-San Román, S., Carot-Sierra, J. M., Sáenz de Urturi, I., 

Rubio-Bretón, P., Pérez-Álvarez, E. P., y Garde-Cerdán, T. 

Resumen 

En este trabajo se optimizó el método de extracción mediante barrita agitadora 

absorbente (SBSE, Stir Bar Sorptive Extraction) y su variante utilizando múltiples 

barritas agitadoras absorbentes (mSBSE, multi-Stir Bar Sorptive Extraction), para la 

extracción de compuestos volátiles del mosto.  

Para ello, se realizaron dos diseños factoriales aleatorios en los que se 

optimizaron los siguientes factores y niveles: para SBSE: modo de extracción 

(espacio de cabeza (HS, Head Space), inmersión directa (DI, Direct Immersion), y 

ambos al mismo tiempo), velocidad de extracción (500 y 1000 rpm), tiempo de 

extracción (1, 3 y 6 h), temperatura de extracción (20, 40 y 60 ◦C) y adición de 

NaCl (con NaCl, sin NaCl y secuencial); y para mSBSE: velocidad de extracción 

(500 y 1000 rpm), tiempo de extracción (1, 3 y 6 h), temperatura de extracción (20, 

40 y 60 ◦C), y adición de NaCl (con y sin). 
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Como resultado se identificaron un total de 22 compuestos volátiles extraídos 

con SBSE y 25 extraídos con mSBSE. Para la SBSE, se realizó un análisis descriptivo 

y un análisis de componentes principales (PCA, Principal Component Analysis), 

que confirmó los resultados que se pudieron observar en el análisis descriptivo, 

por lo que no fue necesario realizar ningún análisis de la varianza multifactorial 

(ANOVA, Analysis of Variance). Para la mSBSE, se realizó asimismo un PCA. Sin 

embargo, ningún gráfico mostró la existencia de una combinación de condiciones 

que se diferenciara claramente del resto, por lo que fue necesario el uso de un 

ANOVA multifactorial.  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el análisis descriptivo, el PCA 

y en el ANOVA multifactorial (mSBSE), se pudo concluir que las mejores 

condiciones para la extracción de compuestos volátiles en mosto mediante SBSE 

fueron: el empleo del HS, agitando la muestra a 500 rpm durante 6 horas, a 20 ⁰C, 

y añadiendo la sal (NaCl) a mitad del tiempo de extracción (3 horas); y para la 

mSBSE: agitación a 500 rpm durante 6 horas, a 60 ⁰C y sin adición de NaCl.  

Finalmente, se realizó una comparación entre ambos métodos mediante un 

ANOVA de un factor, realizando tres extracciones del mosto con la mejor 

combinación de condiciones obtenida para la SBSE, y otras tres extracciones del 

mosto con la mejor combinación de condiciones obtenida para la mSBSE. Los 

resultados obtenidos evidenciaron que el método de SBSE proporcionaba una 

mejor extracción de la mayoría de los compuestos volátiles que el método de 

mSBSE.  

En el Anexo II se ha realizado una corrección de la Tabla 6 del artículo mostrado 

a continuación.  
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4.1.2. Artículo 2: Optimización del método de TF-SPME con las fases 

absorbentes de PDMS/CAR y PDMS/DVB.  

Título: Optimization of thin film-microextraction (TF-SPME) method in 

order to determine musts volatile compounds  

Publicado en: Analytica Chimica Acta 1226 (2022) 340254 

Autores: Marín-San Román, S., Carot-Sierra, J. M., Sáenz de Urturi, I., 

Rubio-Bretón, P., Pérez-Álvarez, E. P., y Garde-Cerdán, T. 

Resumen 

En este trabajo se optimizó, por primera vez para la extracción de compuestos 

volátiles en muestras de mosto, el novedoso método de microextracción en fase 

sólida mediante tira de malla de carbono o película fina (TF-SPME, Thin Film-

Solid Phase Microextraction), con las fases absorbentes compuestas de 

polidimetilsiloxano/carboxeno (PDMS/CAR) y PDMS/divinilbenceno 

(PDMS/DVB).  

Para llevar a cabo la optimización se realizó un diseño factorial aleatorio 

combinando los siguientes factores y niveles: modo de extracción (HS y DI), 

velocidad de agitación (500 y 1000 rpm), tiempo de extracción (1, 3 y 6 h) y 

temperatura de extracción (20, 40 y 60 ◦C). 

Se identificaron un total de 26 compuestos volátiles con ambas fases 

absorbentes clasificados en terpenoides, C13 norisoprenoides, compuestos 

bencénicos, ésteres, ácidos grasos, alcoholes superiores, compuestos C6 y otros 

compuestos. Con el análisis descriptivo de los datos no se pudo determinar las 

mejores condiciones para cada fase absorbente que maximizasen la extracción de 

la mayoría de compuestos volátiles del mosto, por lo que se realizó un análisis 

estadístico multivariante. Para ambas fases fue necesario el uso de PCA y de 
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ANOVA multifactorial, puesto que con solo el PCA no era posible determinar las 

condiciones óptimas.  

Según los resultados obtenidos empleando PCA y ANOVA, los mejores 

resultados con la fase absorbente de PDMS/CAR se produjeron cuando se 

introdujo la tira de malla de carbono (TF, Thin Film) por DI en el mosto, agitando 

a 500 rpm, durante 6 horas a 20 ⁰C. Para el absorbente de PDMS/DVB, la mejor 

extracción de compuestos volátiles en mosto se produjo agitando a 500 rpm 

durante 6 horas a 40 ⁰C, dando igual si la TF se colocaba en el espacio de cabeza 

o se introducía dentro de la muestra.  

Finalmente, se realizó una comparación, mediante ANOVA de un factor, entre 

las mejores condiciones obtenidas para cada fase absorbente, dando como 

resultado que la fase compuesta de PDMS/CAR, introducida directamente en el 

mosto y agitando a 500 rpm durante 6 horas a 20 ⁰C, proporcionaba mejores 

resultados que el absorbente de PDMS/DVB. 
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4.2. COMPARACIÓN DE LAS MEJORES CONDICIONES 

OBTENIDAS CON LOS MÉTODOS DE SBSE y TF-SPME.  

Como se puede ver en el Apartado 4.1.1, para la SBSE-GC-MS las mejores 

condiciones fueron añadiendo el Twister en el HS y agitando la muestra a 500 

rpm durante 6 horas a 20 ⁰C y añadiendo NaCl a la mitad del tiempo de 

extracción. Para la mSBSE-GC-MS las mejores condiciones fueron agitación de la 

muestra a 500 rpm durante 6 horas a 60 ⁰C, sin adición de NaCl. Tras realizar una 

comparación entre ambas técnicas de extracción, se concluyó que la técnica de 

SBSE proporcionó mejores resultados que la mSBSE. Para el método de TF-SPME-

GC-MS (Apartado 4.1.2), las mejores condiciones fueron añadiendo la TF de 

PDMS/CAR por DI y agitando la muestra a 500 rpm durante 6 horas a 20 ⁰C.  

Finalmente, se realizó una comparación entre la mejor combinación de 

condiciones proporcionada por SBSE y las mejores condiciones para la TF-SPME, 

con el objetivo de elegir la técnica que maximizase la extracción de compuestos 

volátiles del mosto, y, de este modo, poder utilizarla como método de referencia 

para la construcción de los modelos de calibración multivariante a partir de los 

datos espectrales. Para ello, se analizaron tres muestras de mosto mediante SBSE-

GC-MS, y otras tres muestras mediante TF-SPME-GC-MS, se integraron los 

cromatogramas y, con los valores de área relativa obtenidos, se realizó un 

ANOVA de un factor. En la Tabla 4.1 se pueden observar los resultados de la 

comparación, donde se muestran las medias de los resultados de área relativa 

obtenidos para cada compuesto, así como su desviación estándar (n = 3). 
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 Tabla 4.1. Valores del área relativa con respecto al 2-octanol 
(P.I.) obtenidos con la mejor combinación de condiciones de los 
métodos de SBSE y TF-SPME para cada uno de los compuestos 

volátiles identificados en los mostos. 

Los datos se muestran como media ± desviación estándar (n = 
3). *Indican diferencias significativas entre métodos (p ≤ 0,05). 
Los valores en negrita corresponden al valor más alto del 
compuesto que muestra diferencias significativas. 

 SBSE TF-SPME p 
Terpenoides    
     Linalool 0,69 ± 0,01 1,68 ± 0,31 0,005* 
     α-Terpineol 0,15 ± 0,01 0,54 ± 0,47 0,219 
     Geraniol 0,17 ± 0,02 0,52 ± 0,25 0,068 
C13 norisoprenoides    
     β-Damascenona 0,06 ± 0,00 4,59 ± 1,10 0,002* 
     β-Ionona 0,22 ± 0,00 69,61 ± 21,16 0,005* 
Bencenoides    
     Benzaldehído 0,04 ± 0,01 1,37 ± 0,46 0,007* 
     2-Feniletanol 0,05 ± 0,01 0,77 ± 0,03 0,000* 
Ésteres     
     Acetato de isoamilo 2,32 ± 0,24 0,98 ± 0,16 0,001* 
     Hexanoato de etilo 0,72 ± 0,05 2,72 ± 0,29 0,000* 
     Octanoato de etilo 0,32 ± 0,01 8,89 ± 3,30 0,011* 
     Decanoato de etilo 0,07 ± 0,01 4,37 ± 2,97 0,066 
Ácidos grasos    
     Ácido octanoico 0,15 ± 0,04 1,12 ± 0,64 0,057 
     Ácido hexanoico 0,23 ± 0,03 3,06 ± 1,21 0,015* 
Alcoholes superiores    
     Alcohol isoamílico 0,10 ± 0,01 0,00 ± 0,00 0,000* 
     Alcohol amílico 0,07 ± 0,01 0,00 ± 0,00 0,000* 
Compuestos C6     
     (Z)-3-Hexen-1-ol 0,09 ± 0,01 0,09 ± 0,02 0,595 
     Hexanal 1,79 ± 0,16 6,25 ± 1,08 0,002* 
     1-Hexanol 1,71 ± 0,56 0,87 ± 0,11 0,062 
     (E)-2-hexenal 0,10 ± 0,04 1,01 ± 0,07  0,000* 
     (E)-2-Hexen-1-ol 0,28 ± 0,05 0,33 ± 0,21 0,723 
     2-Etil-1-hexanol 0,04 ± 0,01 0,11 ± 0,07 0,001* 
Otros compuestos    
     Decanal 0,04 ± 0,02 0,60 ± 0,16 0,004* 
     Furanmetanol 0,05 ± 0,03 0,96 ± 0,45 0,026* 
     Acetol 0,27 ± 0,14 1,67 ± 0,96 0,066 
     Jasmonato de metilo 0,00 ± 0,00 0,18 ± 0,18 0,160 
     Heptanal 0,03 ± 0,00 3,32 ± 1,57 0,022* 
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Se pudo comprobar cómo, para la mayoría de compuestos en los que hubo 

diferencias significativas entre ambos métodos, el método de TF-SPME-GC-MS 

fue el que proporcionó una mayor extracción, excepto en el caso del acetato de 

isoamilo, el alcohol isoamílico y el alcohol amílico, que se extrajeron mejor con el 

método de SBSE-GC-MS.  

Puesto que fue el que mejores resultados proporcionó, y con el incentivo de 

ser una técnica novedosa para este tipo de análisis, el método elegido para la 

obtención de los valores de referencia de compuestos volátiles en las muestras de 

uva fue la TF-SPME-GC-MS. Los valores de referencia obtenidos con este método 

se utilizaron para la construcción de los modelos de calibración y de predicción.
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4.3. USO DE LA HSI Y LA NIRS PARA LA PREDICCIÓN DE LA 

COMPOSICIÓN AROMÁTICA Y LOS TSS EN BAYAS DE 

TEMPRANILLO BLANCO Y TEMPRANILLO 

4.3.1. Artículo 3: Uso de la imagen hiperespectral (HSI) para la predicción de 

la composición aromática y los TSS en bayas de Tempranillo Blanco 

Título: Monitorization of varietal aroma composition dynamics during 

ripening in intact Vitis vinifera L. Tempranillo Blanco berries by 

hyperspectral imaging 

Publicado en: Journal of Agricultural and Food Chemistry. J. Agric. Food 

Chem. 2023, 71, 2616−2627 

Autores: Marín-San Román, S., Fernández-Novales, J., Cebrián-Tarancón, 

C., Sánchez-Gómez, R., Diago, M. P., y Garde-Cerdán, T. 

Resumen 

En este trabajo se evaluó el uso de la imagen hiperespectral (HSI) en el rango 

VIS+SW-NIR (400-1.000 nm) para la monitorización de la composición volátil y 

de los sólidos solubles totales (TSS), de bayas de uva intactas de Vitis vinifera L. 

Tempranillo Blanco, a lo largo de su maduración.  El objetivo principal fue 

diseñar, por primera vez, una herramienta basada en HSI, que permitiera 

estimar, de forma rápida y no invasiva, la composición aromática de las bayas de 

Tempranillo Blanco en cualquier momento de la maduración.  

Se adquirieron un total de 236 espectros de bayas intactas en el laboratorio 

mediante HSI, donde se pudieron identificar tres picos principales de absorción 

en el rango visible (VIS), a 450, 500, y 680 nm, y uno en el rango del infrarrojo 

cercano (NIR), a 976 nm, el cual está asociado al segundo sobretono del enlace O-

H. Como valores de referencia, se identificaron y cuantificaron un total de 20 
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compuestos volátiles, mediante el método de TF-SPME-GC-MS optimizado 

anteriormente y se midió la concentración de TSS mediante refractometría. El 

contenido de compuestos volátiles se situó en el rango de 0,0006 μg/L para la β-

damascenona, a 7.964,66 μg/L para el (E)-2-hexen-1-ol. Por otro lado, el contenido 

de los sólidos solubles totales fue desde 11,30 ⁰Brix a 24,90 ⁰Brix.  

Tras la construcción de los modelos de calibración mediante regresión por 

mínimos cuadrados parciales modificados (MPLS, Modified Partial Least Squares), 

se pudo observar que: para los TSS, para los compuestos volátiles α-terpineol, p-

cimeno, β-damascenona, β-ionona, benzaldehído, alcohol bencílico y hexanal, y 

para los C13 norisoprenoides totales, compuestos C6 totales y compuestos 

positivos totales (la suma de todos los compuestos menos los C6), se obtuvieron 

valores de coeficiente de determinación de la validación cruzada (R2CV) ≥ 0,90. 

Para los compuestos citral, linalool, 2-feniletanol, ácido octanoico, ácido 

nonanoico, (E)-2-hexenal, (E)-2-hexen-1-ol y (Z)-3-hexen-1-ol, así como para la 

familia de los bencenoides totales, se obtuvieron valores de R2CV entre 0,70 y 0,89. 

Para todas las familias y compuestos para los que se obtuvo un valor de R2CV ≥ 

0,70 se pudo realizar una predicción cuantitativa con los modelos construidos, lo 

que permitió una estimación precisa del contenido de estos compuestos en las 

bayas. Para el resto de familias y compuestos, excepto para los ácidos grasos, 

cuyo R2CV fue de 0,30, se obtuvieron valores de R2CV entre 0,50 y 0,69, por lo que 

el modelo construido permitió discriminar entre concentraciones altas, medias, y 

bajas de esos compuestos.  

Por otro lado, los valores de desviación predictiva residual de validación 

cruzada (RPDCV, Residual Predictive Deviation) obtenidos se encontraban entre 1,10 

y 8,19, siendo la mayoría de ellos próximos o mayores a 3, lo que significó que 

los modelos de calibración mostraron un rendimiento predictivo excelente.  
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Los resultados obtenidos mostraron claramente que esta novedosa técnica 

basada en HSI, sin disolventes, no invasiva y realizada en bayas intactas, es muy 

efectiva para la estimación de compuestos aromáticos y TSS. Este hecho podría 

permitir instalar el dispositivo de HSI en el campo o en la bodega, con el objetivo 

de obtener mayor información acerca de las madureces tecnológica y aromática 

de las bayas de Tempranillo Blanco, y así poder distinguir y dividir la uva en 

función de su calidad aromática. 
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4.3.2. Artículo 4: Uso de la espectroscopía de infrarrojo cercano (NIRS) para la 

predicción de la composición aromática y los TSS en bayas de 

Tempranillo Blanco 

Título: Application of near-infrared spectroscopy for the estimation of 

volatile compounds in Tempranillo Blanco grape berries during ripening 

Publicado en: Journal of the Science of Food and Agriculture. 

https://doi.org/10.1002/jsfa.12706.  

Autores: Marín-San Román, S., Fernández-Novales, J., Cebrián-Tarancón, 

C., Sánchez-Gómez, R., Diago, M. P., y Garde-Cerdán, T. 

Resumen 

En este trabajo se evaluó el uso de la espectroscopía de infrarrojo cercano 

(NIRS) (1.100 – 2.100 nm) para estimar la composición aromática y los TSS de 

bayas de uva de Vitis vinifera L. Tempranillo Blanco, durante su maduración. El 

objetivo principal fue diseñar una herramienta que permitiera estimar de forma 

rápida la madurez aromática de las uvas de Tempranillo Blanco en cualquier 

momento de la maduración, y de esta forma tener más información a la hora de 

escoger la fecha de vendimia, realizar técnicas vitícolas, o clasificar la uva en 

función de su calidad aromática.  

Para ello, se adquirieron en el laboratorio un total de 240 espectros de muestras 

de bayas intactas mediante NIRS, en los que se identificaron tres picos de 

absorción, el primero a 1.143 nm, asignado al segundo sobretono del enlace C-H 

(estructura aromática y CH3), los otros dos a 1.450 nm y a 1.900 nm, relacionados 

con el primer sobretono del estiramiento simétrico y asimétrico del enlace 

hidroxilo (O-H), y con la combinación de estiramiento y deformación de este 

grupo en el agua, respectivamente.  
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 A partir de estas mismas muestras, se identificaron y cuantificaron un total de 

20 compuestos volátiles mediante el método TF-SPME-GC-MS optimizado 

anteriormente, y se cuantificaron los TSS mediante refractometría. El contenido 

de compuestos volátiles se situó en el rango de 0,0006 μg/L para la β-

damascenona, a 7.964,66 μg/L para el (E)-2-hexen-1-ol y el contenido de los 

sólidos solubles totales fue desde 11,30 ⁰Brix a 24,90 ⁰Brix. Estos dos métodos se 

utilizaron como métodos de referencia para la construcción de los modelos de 

calibración. Tras la construcción de los mismos se pudo observar como todos los 

compuestos menos el citral, presentaban valores de RPDCV > 1,5, lo que indicó que 

los modelos de calibración construidos mostraron un rendimiento predictivo 

apropiado, e incluso varios compuestos representaron un RPDCV > 3, considerado 

un rendimiento predictivo excelente. Los resultados obtenidos mostraron que los 

modelos construidos permitieron cuantificar la concentración de la mayoría de 

compuestos volátiles, de las familias químicas de compuestos volátiles y de los 

TSS, a lo largo de la maduración de uvas de Tempranillo Blanco.  

En conclusión, se ha desarrollado una nueva metodología, basada en 

espectroscopía NIR, que permite estimar el contenido de compuestos volátiles, 

así como el contenido de TSS, en bayas de Tempranillo Blanco, en cualquier 

momento de la maduración. Este hecho es de gran utilidad para el viticultor y el 

bodeguero, ya que dispondrían de una mayor información a la hora de elegir la 

fecha de vendimia, de tomar medidas de corrección en el campo, y de dividir las 

bayas a su llegada a la bodega en función de sus características aromáticas. 
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4.3.3.  Artículo 5: Uso de la imagen hiperespectral (HSI) para la predicción de 

la composición volátil y los TSS en bayas de Tempranillo 

Título: Use of the hyperspectral imaging to estimate the volatile 

composition of Tempranillo grape berries during ripening 

En preparación para su envío a: Scientia Horticulturae 

Autores: Marín-San Román et al.  

Resumen 

El uso de la imagen hiperespectral (HSI), en el rango VIS+SW-NIR (400-1.000 

nm), se ha evaluado en este trabajo para la estimación de la composición 

aromática y de los sólidos solubles totales (TSS) en bayas de Vitis vinifera L. 

Tempranillo en distintos momentos de maduración. El objetivo principal fue 

encontrar una herramienta que permita estimar la madurez tecnológica y 

aromática de forma simultánea, rápida y no invasiva, en cualquier momento de 

la maduración. 

Para ello se adquirieron 240 espectros de bayas intactas en el laboratorio 

mediante HSI, en los que se pudo observar cómo, en el rango visible (VIS), de 450 

a 700 nm, había una zona con una alta absorbancia, relacionada generalmente 

con los compuestos fenólicos. Puesto que se trata de una variedad tinta, las 

antocianinas presentaban su máximo de absorción a 520 nm. En la región SW-

NIR, se pudo distinguir un pico a 976 nm relacionado con el segundo sobretono 

del estiramiento del enlace O-H del agua. Los métodos de referencia utilizados 

fueron la TF-SPME-GC-MS para los compuestos volátiles y la refractometría para 

los TSS. Se identificaron y cuantificaron un total de 20 compuestos volátiles, 

dando concentraciones entre 0,00048 μg/L (β-damascenona) y 12.096,94 μg/L 
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((E)-2-hexen-1-ol) y se midieron los TSS en las 240 muestras, cubriendo de 11,0 a 

25,3 ⁰Brix, abarcando desde bayas muy poco maduras a bayas sobremaduras. 

Con los datos de referencia se construyeron modelos de calibración mediante 

MPLS. El modelo de calibración para los TSS proporcionó un valor de R2CV = 0,97, 

por lo que se demostró que el método desarrollado permitió cuantificarlos de 

forma excelente en bayas de Tempranillo. Al mismo tiempo, se obtuvieron 

valores de R2CV ≥ 0,5 para todos los compuestos volátiles excepto para α-terpineol, 

benzaldehído y (E)-2-hexen-1-ol que alcanzaron valores de R2CV ≥ 0,3. Estos 

resultados indicaron que los modelos de calibración permitieron diferenciar 

entre valores altos, medios y bajos de todos los compuestos volátiles, excepto los 

modelos que obtuvieron un R2CV ≥ 0,3 que discriminaron entre valores altos y 

bajos únicamente. El valor de RDVCV para los distintos compuestos se situó entre 

1,24 y 5,49.  La evaluación del modelo de calibración mediante predicción externa 

proporcionó peores resultados, con valores del error estándar de la predicción 

(SEP, Standard Error of Prediction) mucho más altos que del error típico de 

validación cruzada (SECV, Standard Error of Cross-Validation), lo que indicó que 

sería necesario aumentar el número de muestras y el rango de concentraciones 

para predecir de forma precisa la composición volátil de muestras desconocidas 

de Tempranillo.  

Los resultados obtenidos mostraron que los modelos de calibración 

construidos permitieron diferenciar entre valores altos, medios y bajos para la 

mayoría de compuestos volátiles en bayas de Tempranillo en distintos momentos 

de su maduración. Se puede afirmar que se ha desarrollado una nueva 

metodología, basada en HSI, que permitió estimar la madurez tecnológica, así 

como la madurez aromática, de forma simultánea, en cualquier momento de la 

maduración, hecho de gran utilidad para el viticultor y el bodeguero.
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4.3.4. Artículo 6: Uso de la espectroscopía de infrarrojo cercano (NIRS) para la 

predicción de la composición aromática y los TSS en bayas de 

Tempranillo 

Título: NIR spectroscopy for predicting the aroma potential of intact 

Tempranillo grape berries during ripening 

En preparación para su envío a: Food Chemistry 

Autores: Marín-San Román et al. 

Resumen 

El uso de la espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS) en el rango 1.100-2.100 

nm se ha evaluado en este trabajo para la predicción de la composición aromática 

y de los sólidos solubles totales (TSS) en bayas de Vitis vinifera L. Tempranillo en 

distintos momentos de su maduración. El objetivo principal fue desarrollar una 

herramienta que permitiera estimar la madurez tecnológica y aromática de forma 

simultánea, rápida y no invasiva en cualquier momento de la maduración, con el 

fin de tener más información a la hora de realizar distintas prácticas vitícolas, de 

escoger el momento de vendimia, o de clasificar las bayas en el momento de 

recepción en bodega.  

Se adquirieron en el laboratorio espectros de 240 muestras de bayas intactas 

mediante NIRS, donde se pudo observar un pico a 1.143 nm, asignado al segundo 

sobretono del enlace C-H, un pico a 1.450 nm relacionado con el segundo 

sobretono del enlace hidroxilo del agua y del etanol (O-H), y un tercer pico a 

1.900 nm relacionado con la combinación de estiramiento y deformación del 

enlace O-H del agua. A partir de estas mismas muestras se identificaron y 

cuantificaron un total de 20 compuestos volátiles, con concentraciones entre 

0,00048 μg/L (β-damascenona) y 12.096,94 μg/L ((E)-2-hexen-1-ol), mediante el 
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método optimizado anteriormente TF-SPME-GC-MS, y se midieron los TSS en 

las 240 muestras mediante refractometría, cubriendo de 11,0 a 25,3 ⁰Brix 

Con los datos espectrales y químicos se construyeron los modelos de 

calibración mediante regresión por mínimos cuadrados (MPLS). Se obtuvieron 

valores de R2CV ≥ 0,3 para todos los compuestos, lo que permitió diferenciar entre 

valores altos y bajos de compuestos volátiles en uvas de Tempranillo. La 

predicción externa proporcionó peores resultados, con valores de SEP mucho 

más altos que de SECV, debido a que las muestras utilizadas para la construcción 

de los modelos de calibración no cubrían todo el rango de concentraciones que 

presentaban las muestras utilizadas para la predicción externa, por lo que 

aumentó el error de predicción (SEP).  

Se ha avanzado en una nueva metodología, basada en NIRS, con un gran 

potencial para estimar la madurez tecnológica y la madurez aromática, de forma 

simultánea, durante la maduración de las bayas de Tempranillo. Sin embargo, 

para desarrollar todo ese potencial, es necesario seguir añadiendo muestras a los 

modelos de calibración con el fin de cubrir un mayor rango de concentraciones 

y, de esto modo, disminuir el error cometido en la predicción de muestras 

desconocidas. 



5.  
DISCUSIÓN GLOBAL



 

 
 

 

 



5.1. Optimización de los métodos de extracción 

 
305 

 

5.1. OPTIMIZACIÓN DE LOS MÉTODOS DE EXTRACCIÓN 

PARA EL ANÁLISIS DE COMPUESTOS VOLÁTILES EN 

MOSTO 

5.1.1. Optimización de los métodos de SBSE y mSBSE 

La técnica de extracción mediante barrita agitadora absorbente (SBSE, Stir Bar 

Sorptive Extraction) fue introducida por primera vez en 1999 (Baltussen et al., 

1999). Desde entonces ha sido ampliamente utilizada para el análisis de 

compuestos volátiles en distintas matrices como café (Bicchi et al., 2002), agua 

(Ochiai et al., 2008; Sampedro et al., 2009), vinagre (Marrufo-Curtido et al., 2012), 

fármacos (Scherer et al., 2019), etc. Por otro lado, la SBSE también ha sido 

utilizada en numerosas ocasiones en el análisis de compuestos volátiles en 

muestras de vino (Cacho et al., 2013; Doneva-Sapceska et al., 2011; Fang & Qian, 

2006; Franc et al., 2009; Gómez-Caballero et al., 2013; Marín et al., 2005; Ubeda et 

al., 2016; Zalacain et al., 2007), etc. Sin embargo, se han encontrado menos 

trabajos que analicen el contenido de compuestos volátiles en muestras de uva o 

mosto (Carlomagno et al., 2016; Caven-Quantrill & Buglass, 2006, 2011; Pardo-

García et al., 2014; Pedroza et al., 2010; Serrano de la Hoz et al., 2016; Vasile-

Simone et al., 2017). En base a las condiciones utilizadas en estos artículos, se 

eligieron las condiciones a optimizar en el método de SBSE  

De acuerdo con los resultados obtenidos en el Apartado 4.1.1, para la técnica 

SBSE se identificaron 22 compuestos que se dividieron en 5 componentes 

principales (PCs, Principal Components). Los compuestos con mayor peso en cada 

PC fueron: PC1: (Z)-3-hexen-1-ol, acetato de isoamilo, alcohol amílico, hexanal, 

(E)-2-hexenal, (E)-2-hexen-1-ol, 1-hexanol, hexanoato de etilo y linalool; PC2: α-

terpineol, ácido octanoico, 2-feniletanol, geraniol y 2-etil-1-hexanol; PC3: 

decanoato de etilo, β-ionona, y octanoato de etilo; PC4: decanal, benzaldehído y 
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β-damascenona; PC5: ácido hexanoico y alcohol isoamílico. En este estudio se 

observó que las mejores condiciones para extraer los compuestos pertenecientes 

al PC1 y al PC2 fueron espacio de cabeza (HS, Head-Space), agitando a 500 rpm 

durante 6 horas a 20 ⁰C y añadiendo 2,5 g de NaCl a la mitad del tiempo de 

extracción. Puesto que estas condiciones eran tan favorables para la extracción de 

los compuestos pertenecientes a los PCs 1 y 2, y no perjudicaban la extracción de 

los compuestos pertenecientes al resto de PCs, fueron las escogidas para la 

extracción de compuestos volátiles en mosto mediante SBSE. No se han 

encontrado trabajos que optimicen los mismos factores para la extracción de 

compuestos volátiles en mosto, y, puesto que pueden existir interacciones entre 

ellos, es difícil realizar una comparación precisa. Sin embargo, en el artículo de 

Vasile-Simone et al. (2017) se realizó un diseño factorial fraccionado de 25-1, en el 

que estudiaron los factores tiempo de extracción, velocidad de agitación, 

volumen de muestra, longitud de la barra de agitación y porcentaje de NaCl. En 

este caso no obtuvieron interacciones entre los factores, por lo que trataron cada 

uno por individual, y al contrario que en la presente tesis doctoral, escogieron el 

menor tiempo de extracción. Por el contrario, en otro trabajo de Salinas et al. 

(2004), probaron distintos tiempos de extracción, 2, 4 y 6 horas, obteniendo como 

resultado que extrayendo durante 6 horas aumentaba la extracción de 

compuestos volátiles en las uvas, resultado que coincide con el obtenido en esta 

tesis doctoral. En otro trabajo de Martínez-Gil et al. (2011) probaron muestras de 

mosto centrifugado y sin centrifugar, en viales de distinto volumen, y a distintas 

temperaturas de extracción. Para las muestras de mosto centrifugado en viales 

de 20 mL, que son las condiciones utilizadas en esta tesis, obtuvieron que se 

producía mayor extracción a temperaturas más altas, resultado contrario al 

obtenido en esta tesis.  

La técnica de extracción mSBSE es una variante de SBSE que combina una 

extracción simultánea realizada en dos modos: inmersión directa (DI, Direct 
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Inmersion) con un Twister de polidimetilsiloxano (PDMS), y HS con un Twister 

recubierto de etilenglicol (EG) (Ochiai et al., 2013). El EG tiene mayor afinidad 

por los compuestos polares que PDMS, por lo que la combinación de ambos 

podría cubrir un mayor rango de polaridades, y solventar de este modo el 

problema que presenta la SBSE con este tipo de analitos. La mSBSE se ha utilizado 

para el análisis de compuestos volátiles en muestras acuosas (Ochiai et al., 2013), 

bebidas (Ochiai, 2018), y cultivos bacterianos (Berrou et al., 2019), y únicamente 

se ha encontrado un trabajo que utilice la mSBSE para la extracción de compuestos 

volátiles en muestras de vino (Vyviurska et al., 2022). No se han encontrado 

trabajos que utilicen la mSBSE para el estudio de la composición volátil en 

muestras de uva o mosto, y mucho menos trabajos en las que se optimice.  

En base a los resultados presentados en el Apartado 4.1.1, con la técnica mSBSE 

se identificaron un total de 25 compuestos volátiles divididos en 7 PCs. Los 

compuestos con mayor peso en PC1 fueron: hexanoato de etilo, octanoato de 

etilo, acetato de isoamilo, β-ionona, decanoato de etilo, α-terpineol y 

benzaldehído. PC2: 1-hexanol, (E)-2-hexen-1-ol, alcohol isoamílico, (Z)-3-hexen-

1-ol, hexanal y (E)-2-hexenal. PC3: ácido octanoico, 2-feniletanol y β-

damascenona. PC4: decanal y ácido hexanoico. PC5: furanmetanol y linalool. 

PC6: alcohol amílico. PC7: jasmonato de metilo y 2-etil-1-hexanol. Se observó que 

para los compuestos pertenecientes al PC1 las mejores condiciones de extracción 

fueron la interacción de 20 ⁰C sin NaCl, para el PC2 fueron 6 horas de extracción 

y 60 ⁰C, para el PC3 la interacción de 6 horas de extracción con 60 ⁰C, para el PC4 

fueron 60 ⁰C y sin añadir NaCl, y para el PC5 fueron 6 horas de extracción, el 

resto de factores e interacciones no fueron significativos. Para los compuestos 

pertenecientes a PC6 y PC7 no hubo ningún factor ni interacción significativa. Se 

puede observar cómo el factor velocidad de agitación no fue significativo en 

ningún momento, tampoco lo fueron las interacciones en las que intervenía este 

factor, ni la interacción entre el tiempo de extracción y la adición de sal. 
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Finalmente se eligieron las condiciones que maximizaban la extracción de la 

mayoría de los compuestos, sin perjudicar en exceso la extracción de ninguno de 

ellos, siendo agitación a 500 rpm, durante 6 horas, a 60 ⁰C sin NaCl.  

Por último, se compararon los métodos SBSE y mSBSE (Tabla 8.1. del Anexo II, 

corrección de la Tabla 6 del Artículo 1) donde las condiciones óptimas elegidas para 

la SBSE proporcionan mejores extracciones para linalool, α-terpineol, geraniol, β-

ionona, 2-feniletanol, acetato de isoamilo, hexanoato de etilo, octanoato de etilo, 

decanoato de etilo, ácido octanoico, ácido hexanoico, acetato de isoamilo, alcohol 

amílico, (Z)-3-hexen-1-ol, hexanal, 1-hexanol, (E)-2-hexenal, (E)-2-hexen-1-ol, 2-

etil-1-hexanol y heptanal. Por lo tanto, se puede concluir que la SBSE bajo las 

condiciones: HS, agitando a 500 rpm durante 6 h a 20 ⁰C y con adición de NaCl a 

la mitad del tiempo de extracción, proporciona una mayor extracción de 

compuestos volátiles que la mSBSE. Estos resultados no coinciden con lo 

encontrados en la literatura donde la mSBSE muestra mejores recuperaciones para 

la mayoría de compuestos volátiles que la SBSE (Ochiai, 2018; Ochiai et al., 2013).  

5.1.2. Optimización del método TF-SPME con las fases absorbentes de 

PDMS/CAR y PDMS/DVB 

La técnica de microextracción en fase sólida mediante tira de malla de carbono 

o película fina (TF-SPME, Thin Film-Solid Phase Microextraction) fue mencionada 

por primera vez por Bruheim et al. (2003) con el objetivo de mejorar la 

sensibilidad de métodos anteriores como SPME o SBSE. Una de las principales 

ventajas que presenta frente a la SBSE es que su fase absorbente está compuesta 

por más de un material, por lo que aumenta el rango de polaridades de los 

compuestos a extraer. En esta tesis doctoral se han optimizado las fases 

absorbentes compuestas por PDMS/Carboxeno (PDMS/CAR) y de 

PDMS/Divinilbenceno (PDMS/DVB). TF-SPME ha sido utilizada para la 

extracción de compuestos orgánicos volátiles en agua (Emmons et al., 2020; 
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Huang et al., 2020; Piri-Moghadam et al., 2017, 2018), en aceite (Gruszecka et al., 

2021; Segura-Borrego et al., 2020), en aire (Murtada et al., 2021) y en un vial 

generador de gases (Grandy et al., 2020), para la extracción de edulcorantes 

artificiales en agua (Cárdenas-Soracá et al., 2020), para la identificación de 

compuestos sin olor en productos de papel (Kfoury, Stuff, et al., 2021), y para la 

extracción de compuestos aromáticos, en distintas bebidas (Kfoury, 

Whitecavage, et al., 2021; Stuff et al., 2018), en cerveza (Marsili & Laskonis, 2019) 

y muestras de comida como chocolate, queso azul y crema de queso con sabor a 

fresa (Vernarelli et al., 2019). Sin embargo, no se ha utilizado ni optimizado nunca 

para la extracción de compuestos volátiles aromáticos en muestras de mosto.  

Se identificaron un total de 26 compuestos volátiles con cada una de las fases 

absorbentes, como se puede comprobar en los resultados mostrados en el 

Apartado 4.1.2. Para poder elegir las mejores condiciones de cada absorbentes, fue 

necesario el uso del análisis estadístico. En primer lugar, se llevó a cabo un PCA, 

y en segundo lugar un ANOVA multifactorial. Para la fase absorbente de 

PDMS/CAR, se obtuvieron un total de 6 PCs. El PC1 estaba formado por los 

compuestos α-terpineol, linalool, geraniol, β-damascenona, β-ionona, octanoato 

de etilo, decanoato de etilo y decanal. El PC2 por heptanal, benzaldehído, ácido 

hexanoico y 2-etil-1-hexanol. El PC3 por (Z)-3-hexen-1-ol, (E)-2-hexen-1-ol, 1-

hexanol y hexanal. El PC4 por acetato de isoamilo y hexanoato de etilo. El PC5 

por jasmonato de metilo y (E)-2-hexenal y el PC6 por furanmetanol, ácido 

octanoico y 2-feniletanol. Tras la realización del ANOVA multifactorial, se pudo 

comprobar que para PC1 y PC3 solo fue significativo el tiempo de extracción, el 

resto de factores no mostró diferencias significativas en la extracción. Para PC2 

fue significativa la interacción entre el modo y el tiempo de extracción. En PC4 

fueron significativos los factores modo de extracción y la temperatura de 

extracción. Por último, para PC5 fue significativa la interacción entre el modo de 

extracción y la velocidad de agitación. En el caso del PC6 ningún factor ni 
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interacción fue significativa. Teniendo en cuenta estos resultados, se escogieron 

las mejores condiciones dentro de los factores e interacciones que fueron 

significativas para cada PC. Finalmente, se eligieron las mejores condiciones 

buscando la maximización global de la extracción de compuestos volátiles con la 

fase absorbente de PDMS/CAR, que fueron inmersión directa (DI, Direct 

Immersion), agitando a 500 rpm, durante 6 horas a 20 ⁰C.  

El mismo proceso se repitió para la fase absorbente de PDMS/DVB, donde se 

obtuvieron un total de 7 PCs. El PC1 estaba formado por los compuestos acetato 

de isoamilo, hexanoato de etilo, hexanal, (E)-2-hexenal, 1-hexanol y alcohol 

amílico. El PC2 por octanoato de etilo, decanoato de etilo, β-ionona y β-

damascenona. El PC3 por 2-feniletanol, ácido octanoico, α-terpineol y geraniol. 

El PC4 por (E)-2-hexen-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol y ácido hexanoico. El PC5 por acetol 

y furanmetanol. El PC6 por heptanal y alcohol isomílico. Por último, el PC7 

estaba formado por el 2-etil-1-hexanol. Para los compuestos del PC1, las 

interacciones modo y tiempo de extracción, modo y temperatura de extracción, y 

tiempo y temperatura de extracción fueron significativas. Para los compuestos 

que forman el PC2, mostraron diferencias significativas los factores tiempo de 

extracción y temperatura de extracción. Para el PC3 fue significativo el modo de 

extracción. Para el PC4 fue significativa la temperatura de extracción. Para el 

resto de PCs no hubo ningún factor ni interacción de factores que fuera 

significativa. Tras escoger las mejores condiciones para cada PC, se eligieron las 

mejores condiciones globales, que, para el absorbente de PDMS/DVB, fueron HS, 

agitando a 500 rpm, durante 6 horas a 40 ⁰C.   

Por último, se realizó una comparación entre las condiciones óptimas de cada 

absorbente, es decir, para PDMS/CAR: DI, agitando a 500 rpm durante 6 horas a 

20 ⁰C, y para PDMS/DVB: HS, agitando a 500 rpm, durante 6 horas a 40 ⁰C. Se 

pudo concluir que la fase absorbente que proporcionó la mejor extracción de 
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compuestos volátiles fue la de PDMS/CAR actuando por DI, a 500 rpm, durante 

6 horas a 20 ⁰C. No existen trabajos en los que se utilice la técnica TF-SPME para 

extraer compuestos volátiles en muestras de mosto. Sin embargo, en un trabajo 

de Kfoury, Whitecavage, et al. (2021) comparan las tres fases absorbentes 

disponibles para esta técnica, entre las que se encuentran PDMS/CAR y 

PDMS/DVB, para la extracción de compuestos volátiles en bebidas. Obtuvieron 

como resultado que la fase absorbente de PDMS/CAR proporciona mejores 

resultados para compuestos orgánicos muy volátiles, mientras que PDMS/DVB 

muestra mejores resultados para compuestos orgánicos volátiles, y que ambas 

fases cubren un gran rango de polaridades. Estos resultados coinciden con los 

encontrados en otro trabajo de Grandy et al. (2020). 

Por otro lado, en un trabajo de Segura-Borrego et al. (2020) compararon la 

eficacia de la técnica SBSE usando PDMS, con SBSE usando EG, con TF-SPME 

usando PDMS/CAR, con TF-SPME usando PDMS/DVB, y con TF-SPME 

utilizando las dos fases de forma simultánea PDMS/CAR y PDMS/DVB, para la 

extracción de compuestos volátiles en muestras de aceite de oliva virgen extra. 

Al contrario que en la presente tesis, los resultados fueron mejores para TF-SPME 

con la fase absorbente de PDMS/DVB que con la fase de PDMS/CAR. Sin 

embargo, obtuvieron que los mejores métodos de extracción fueron SBSE con el 

Twister de PDMS, y TF-SPME utilizando de forma simultánea las dos fases 

absorbentes. En el trabajo de Kfoury, Whitecavage, et al. (2021) en bebidas, así 

como en otro de Huang et al. (2020) en soluciones estándar, formadas por 40 

compuestos volátiles del té disueltos en metanol, utilizan SBSE en combinación 

con TF-SPME. Para ello, usan un Twister de PDMS como agitador, y lo desorben 

de forma simultánea junto a la película fina, obteniendo, de este modo, una 

eficacia de extracción mejorada.  
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Teniendo en cuenta los resultados encontrados en la bibliografía, y los 

obtenidos en esta tesis doctoral, cabe esperar que la combinación de SBSE junto 

con TF-SPME, así como el uso de TF-SPME combinando las fases absorbentes de 

PDMS/CAR y de PDMS/DVB, podrían proporcionar también muy buenos 

resultados a la hora de extraer compuestos volátiles en muestras de mosto, lo que 

sirve como aliciente para estudios y trabajos futuros. 
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5.2. USO DE LA HSI Y LA NIRS PARA LA PREDICCIÓN DE LA 

COMPOSICIÓN AROMÁTICA Y LOS TSS EN BAYAS DE 

TEMPRANILLO BLANCO Y TEMPRANILLO  

Los trabajos que forman la presente tesis doctoral fueron los primeros que 

utilizaron tanto la imagen hiperespectral (HSI, Hyperspectral Imagen) en el rango 

visible + infrarrojo cercano de onda corta (VIS+SW-NIR) (400-1.000 nm), así como 

la espectroscopía de infrarrojo cercano (NIRS, Near Infrared Spectroscopy) (1.100-

2.100 nm), para la estimación de compuestos volátiles en uvas de Tempranillo 

Blanco y Tempranillo, a lo largo de su maduración. El objetivo principal de la 

construcción de los modelos de calibración mediante regresión por mínimos 

cuadrados parciales modificados (MPLS, Modified Partial Least Squares), fue 

obtener una ecuación de regresión o modelo de calibración para cada compuesto 

volátil y para los sólidos solubles totales (TSS, Total Soluble Solids), que permita 

estimar el valor de cada uno de ellos, en muestras totalmente desconocidas, y que 

ese valor difiera lo menos posible del valor real.   

Tanto HSI como NIRS han sido ampliamente utilizadas en los últimos años 

para la evaluación de la calidad de muestras alimentarias. En el caso de HSI, ha 

sido empleada para estimar, en uvas, los TSS (Benelli et al., 2020, 2021; 

Fernández-Novales et al., 2021; Gao & Xu, 2022; Gomes, Mendes-Ferreira, et al., 

2021; Gomes, Reis, et al., 2021; Gomes, Rendall, et al., 2021; Gutiérrez-Salcedo et 

al., 2019; Rodríguez-Pulido et al., 2022; Silva & Melo-Pinto, 2021; Xu, Sun, Yao, 

Wu, et al., 2022), los compuestos fenólicos (Fernández-Novales et al., 2021; 

Rodríguez-Pulido et al., 2022), las antocianinas (Fernández-Novales et al., 2021; 

Gomes, Rendall, et al., 2021; Gutiérrez-Salcedo et al., 2019; Rodríguez-Pulido et 

al., 2022), los amino ácidos, firmeza, pH (Fernández-Novales et al., 2021; Gomes, 

Mendes-Ferreira, et al., 2021; Gomes, Rendall, et al., 2021; Xu, Sun, Yao, Cai, et 

al., 2022), etc. Además se ha empleado para estimar la concentración de 
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compuestos volátiles en muestras de café tostado (Caporaso et al., 2022), huevos 

en conserva (Ren et al., 2021), y carne de cerdo curada (Aheto et al., 2020; Tian et 

al., 2021). Únicamente se ha encontrado un trabajo en el que se estime la 

composición aromática en variedades de uva blanca y tinta mediante HSI 

(Álvarez-Cid et al., 2015). Por otro lado la NIRS también ha sido ampliamente 

empleada para estimar, en las uvas, los TSS (Barnaba et al., 2014; Diezma-Iglesias 

et al., 2008; Fernández-Novales et al., 2019; González-Caballero et al., 2010; 

Kalopesa et al., 2023; Larraín et al., 2008; Martins et al., 2022; Urraca et al., 2016), 

ácidos (Martins et al., 2022), los compuestos fenólicos (Barnaba et al., 2014; 

Fernández-Novales et al., 2011; Ferrer-Gallego et al., 2022), los aminoácidos 

(Fernández-Novales et al., 2019), las antocianinas (Barnaba et al., 2014), el pH 

(González-Caballero et al., 2010; Larraín et al., 2008), el estado hídrico de la planta 

(Fernández-Novales et al., 2018), así como para el análisis de calidad y 

clasificación en otras matrices alimentarias (Tahir et al., 2019; L. Wang et al., 

2017). La NIRS también ha sido utilizada para estimar la concentración de 

compuestos volátiles en muestras de vino (Garde-Cerdán et al., 2010, 2011; 

Genisheva et al., 2018; Lorenzo et al., 2009; Smyth et al., 2008; Summerson et al., 

2020), y de uva (Boido et al., 2013, 2022; Gehlken et al., 2022, 2023; Ripoll et al., 

2017; Summerson et al., 2020).  

A la evidencia respaldada por todas estas investigaciones previas, se le sumó 

la necesidad de disponer de una herramienta que permitiera estimar la madurez 

aromática y la madurez tecnológica de las uvas de forma rápida y simultánea, 

hecho que hasta ahora no era posible, lo que sirvió como impulso para la 

realización de la investigación que forma la presente tesis doctoral.   
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5.2.1. Evaluación del uso de HSI y NIRS para estimar la madurez aromática y 

tecnológica en bayas de Tempranillo Blanco 

Para estimar la precisión de la ecuación o modelo de calibración calculado, el 

primer estadístico utilizado fue el error típico de validación cruzada (SECV, 

Standar Error of Cross-Validation), ya que es la mejor estimación individual de la 

capacidad de predicción de un modelo; y el segundo, el coeficiente de 

determinación de validación cruzada (R2CV). El error típico de calibración (SEC, 

Standar Error of Calibration) no es un buen predictor de la precisión, ya que solo 

indica cómo se ajustan los valores de referencia a la ecuación de regresión 

calculada, y el error típico de predicción (SEP, Standar Error of Prediction) puede 

ser muy variable, dependiendo de los errores de laboratorio y de si las muestras 

de predicción están bien representadas en el conjunto de calibración (Shenk & 

Westerhaus, 1996). Por lo general, en colectivos de calibración con N ≥ 100 

muestras, y con colectivos de predicción con N ≥ 9, los valores de SECV y SEP 

deben ser menores o iguales a 1,30 veces el valor de SEC para que se considere 

una buena predicción.  Por otro lado, según Shenk & Westerhaus (1996), un R2 ≥ 

0,9 indica una información cuantitativa excelente, un R2 entre 0,89 y 0,7 indica 

una buena información cuantitativa, un R2 entre 0,69 y 0,5 indica una buena 

separación de las muestras en valores altos, medios y bajos, un R2 entre 0,49 y 0,3 

indica una buena separación de las muestras en valores altos y bajos, y un R2 

menor que 0,29 no es más que una conjetura. Otro estadístico de interés es la 

desviación predictiva residual (RPD, Residual Predictive Deviation). Según 

Williams & Norris (2001), los modelos que muestran valores de RPD inferiores a 

1,5 no son adecuados, mientras que los que muestran valores de RPD entre 1,5 y 

2,0 son adecuados para diferenciar la variabilidad de los datos, los modelos con 

valores de RPD superiores a 2, muestran un rendimiento predictivo muy bueno, 

que se considera excelente cuando los valores de RPD superan el valor de 3.  
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En los resultados mostrados en el Apartado 4.3.1, obtenidos mediante HSI para 

la variedad Tempranillo Blanco, se puede observar cómo los valores de SECV 

fueron de 0,007-270,45 μg/L, los de SEP de 0,047-749,38 μg/L, y para el R2CV 

encontramos 11 parámetros con R2CV ≥ 0,9, 9 parámetros con R2CV entre 0,70 y 0,89, 

y todos los demás parámetros con R2CV entre 0,50 y 0,69, excepto los ácidos grasos 

totales que presentan un R2CV = 0,3. Respecto al RDPCV, 10 parámetros presentaron 

valores de RPDCV ≥ 3, otros 9 parámetros valores de RDPCV ≥ 2, y todos los demás, 

excepto los ácidos grasos, presentaron valores de RPDCV ≥ 1,5. Estos resultados 

demostraron que el modelo construido a partir de los datos adquiridos con esta 

novedosa técnica espectral, permite diferenciar entre valores altos, medios y 

bajos de concentración de todos los parámetros (excepto los ácidos grasos), e 

incluso cuantificar la concentración de 18 de ellos, en muestras de Tempranillo 

Blanco a lo largo de la maduración. En el único trabajo encontrado en el que 

estudia la eficacia de la HSI para la estimación de compuestos volátiles en uva 

blanca, se utilizaron 14 muestras, y no se realizó ni validación cruzada, ni 

predicción externa (Álvarez-Cid et al., 2015). Estos autores obtuvieron valores 

medios de R2C entre 0,430 y 0,765, valores muy inferiores a los obtenidos en la 

presente tesis En el caso de los TSS, que es el parámetros más utilizado para 

estimar la madurez de la uva, el valor de los estadísticos fue: SECV = 0,42, SEP = 

1,03, R2CV = 0,98 y RPD = 8,19. Solo se ha encontrado un trabajo en el que estudien 

los TSS en uva blanca mediante HSI (Nogales-Bueno et al., 2014), donde se 

obtuvo un valor de SECV = 1,10, de SEP = 1,89 y un valor de RPDCV = 3,81, lo que 

indica un modelo de calibración con una menor capacidad predictiva que el 

obtenido en la presente tesis. 

En los resultados mostrados en el Apartado 4.3.2, obtenidos mediante NIRS 

para la variedad Tempranillo Blanco, se puede observar que los valores de SECV 

fueron de 0,0079-282,86 μg/L, los de SEP de 0,06-872,51 μg/L, y para el R2CV 

encontramos 8 parámetros con R2CV ≥ 0,9, 13 parámetros con R2CV entre 0,70 y 0,89, 
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y todos los demás parámetros con R2CV entre 0,50 y 0,69. Respecto al RDPCV, 7 

parámetros presentaron valores de RPDCV ≥ 3, otros 13 parámetros valores de 

RDPCV ≥ 2, y todos los demás, excepto el citral, presentaron valores de RPDCV ≥ 

1,5. En el caso de los TSS, el valor de los estadísticos fue: SECV = 0,79, SEP = 0,99, 

R2CV = 0,95 y RPD = 4,35. En un trabajo de Kalopesa et al. (2023), estiman la 

concentración de TSS en uvas de Sauvignon-Blanc, obteniendo un valor de R2 = 

0,86, valor muy inferior a los obtenidos en la presente tesis para la estimación de 

los TSS mediante NIRS en Tempranillo Blanco. Los resultados obtenidos 

demostraron que el modelo construido a partir de los datos adquiridos con NIRS, 

permite cuantificar la concentración de 21 de ellos, y diferenciar entre valores 

altos, medios y bajos de los otros 4, en muestras de Tempranillo Blanco a lo largo 

de su maduración. Tan solo se han encontrado dos trabajos que utilicen la NIRS 

para la determinación de compuestos volátiles en uvas blancas. En el trabajo de 

Ripoll et al. (2017) se estudió el perfil de compuestos volátiles de 52 muestras de 

Vitis vinifera L. Albariño durante tres momentos de la maduración. Se 

identificaron un total de 26 compuestos volátiles, obteniendo valores de RPDCV 

entre 0,88 y 1,69, valores muy inferiores a los obtenidos en la presente 

investigación. Por otro lado, en un trabajo muy reciente de Gehlken et al. (2022) 

se midieron los compuestos volátiles de un total de 725 muestras de mosto de 

uva, divididas en variedades blancas y tintas. En el caso de las variedades 

blancas, un compuesto obtuvo RPDCV ≥ 2, 16 compuestos presentaron valores de 

RDPCV inferiores a 2, y los 9 restantes presentaron valores de RDPCV inferiores a 

1,5. Estos resultados son muy inferiores que los obtenidos en esta tesis para la 

estimación de compuestos volátiles en muestras de Tempranillo Blanco mediante 

NIRS.   
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5.2.2. Evaluación del uso de HSI y NIRS para estimar la madurez aromática y 

tecnológica en bayas de Tempranillo 

En los resultados mostrados en el Apartado 4.3.3, obtenidos mediante HSI para 

la variedad Tempranillo, se puede observar que los valores de SECV fueron de 

0,0015-284,13 μg/L, los de SEP de 0,053-1159,26 μg/L, y para el R2CV encontramos 

a los TSS con R2CV ≥ 0,9, al (Z)-3-hexen-1-ol con R2CV entre 0,70 y 0,89, 11 

parámetros con R2CV entre 0,50 y 0,69, y el resto con valores de R2CV entre 0,30 y 

0,49. Respecto al RDPCV, los TSS presentaron un valor de RPDCV ≥ 3, el (Z)-3-

hexen-1-ol un valor de RDPCV ≥ 2, y 5 parámetros de los restantes presentaron 

valores de RPDCV ≥ 1,5. Estos resultados demostraron que el modelo construido 

a partir de los datos adquiridos mediante HSI, permitieron cuantificar la 

concentración de los TSS y el (Z)-3-hexen-1-ol, diferenciar entre valores altos, 

medios y bajos de 11 de los parámetros estudiados, y para el resto diferenciar 

entre valores altos y bajos, en muestras de Tempranillo a lo largo de la 

maduración.  Como se ha mencionado al comienzo del Apartado 5.2, los TSS han 

sido ampliamente estudiados mediante HSI en uvas tintas (Benelli et al., 2020, 

2021; Fernández-Novales et al., 2021; Gao & Xu, 2022; Gomes, Mendes-Ferreira, 

et al., 2021; Gomes, Reis, et al., 2021; Gomes, Rendall, et al., 2021; Gutiérrez-

Salcedo et al., 2019; Rodríguez-Pulido et al., 2022; Silva & Melo-Pinto, 2021; Xu, 

Sun, Yao, Wu, et al., 2022), donde los resultados obtenidos de R2CV van desde  0,75 

a 0,96, de R2P van desde 0,79 a 0,96 y de RPDCV van desde 2,45 a 4,02. En la presente 

tesis se obtuvieron valores de R2CV = 0,97, R2P = 0,93 y RPDCV = 5,49, resultados por 

lo general, superiores a los encontrados en la bibliografía. Esto puede deberse a 

que, para llevar a cabo este estudio, se recogieron muestras de uvas en distintas 

etapas de la maduración, abarcando de este modo un gran rango de ⁰Brix, yendo 

desde 11,00 ⁰Brix en uvas poco maduras, a 25,30 ⁰Brix característico de uvas 

sobremaduras.   
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En los resultados mostrados en el Apartado 4.3.4, obtenidos mediante NIRS 

para la variedad Tempranillo, se puede observar que los valores de SECV fueron 

de 0,0016-270,39 μg/L, los de SEP de 0,054-1430,77 μg/L, y para el R2CV 

encontramos a los TSS con un valor de R2CV ≥ 0,9, al (Z)-3-hexen-1-ol y los 

compuestos C6 totales con valores de R2CV entre 0,70 y 0,89, 10 parámetros con 

valores de R2CV entre 0,50 y 0,69, y los 7 parámetros restantes con valores de R2CV 

entre 0,30 y 0,49. Respecto al RDPCV, los TSS presentaron un valor de RPDCV ≥ 3, 

el (Z)-3-hexen-1-ol y los compuestos C6 totales presentaron valores de RDPCV ≥ 

2, y 6 parámetros de los restantes presentaron valores de RPDCV ≥ 1,5. Existen 

muy pocos trabajos en la bibliografía en los que predicen la concentración de 

compuestos volátiles en uvas tintas mediante NIRS. En el trabajo de Boido et al. 

(2013) estudiaron los compuestos volátiles glicosilados de 97 muestras de uva de 

la variedad Tannat. Para la mayoría de los compuestos se obtuvieron valores de 

RPDCV cercanos a 1, e inferiores a 1,5 en la mayoría de los casos, valores algo 

inferiores a los obtenidos en la presente tesis doctoral. En el trabajo de Gehlken 

et al. (2022) mencionado anteriormente, se estudiaban los compuestos volátiles 

de 725 muestras de mosto de uvas tintas y blancas. En dicho trabajo, para las uvas 

tintas, se obtuvieron valores de RPDCV ≥ 2 en 4 de los 29 compuestos 

identificados, valores de RPDCV < 2 en 18 de ellos, y valores de RPDCV < 1,5 en los 

7 restantes. Estos valores de RPDCV son muy similares a los obtenidos en el trabajo 

que conforma la presente tesis doctoral, en el que se estiman los valores de 

compuestos volátiles de Tempranillo mediante NIRS.  

Estos resultados demostraron que los modelos de calibración construidos a 

partir de los datos adquiridos con NIRS permiten cuantificar la concentración de 

los TSS, el (Z)-3-hexen-1-ol, y los compuestos C6 totales, diferenciar entre valores 

altos, medios y bajos de 10 de los parámetros estudiados, y para el resto 

diferenciar entre valores altos y bajos en muestras de Tempranillo durante su 

maduración. Los TSS también han sido ampliamente estudiados utilizando NIRS 
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en uvas tintas (Barnaba et al., 2014; Diezma-Iglesias et al., 2008; Fernández-

Novales et al., 2019; González-Caballero et al., 2010; Kalopesa et al., 2023; Larraín 

et al., 2008; Martins et al., 2022; Urraca et al., 2016). Entre estos trabajos se 

encontraron valores de RPDCV comprendidos entre 1,60 y 3,34, en la presente tesis 

doctoral, el valor de RPDCV obtenido mediante el uso del NIRS para la estimación 

de TSS en uvas de Tempranillo fue de 3,74, resultado superior a los obtenidos en 

los trabajos referenciados. Por lo general, la estimación de los TSS mediante 

técnicas espectrales siempre da muy buenos resultados, esto puede ser debido a 

que estos compuestos se encuentran en la baya en muy altas concentraciones, por 

lo que se detectan fácilmente en todo el rango espectral.  

Tras evaluar los distintos resultados obtenidos, se observó que los modelos 

calculados para la variedad Tempranillo, tanto con HSI como NIRS, mostraron 

una peor capacidad predictiva que los obtenidos para la variedad Tempranillo 

Blanco. Esto puede deberse a que la uva tinta tiene una mayor cantidad de 

compuestos fenólicos que la uva blanca, y estos se encuentran en la uva en 

concentraciones mucho más altas (mg/L) que los compuestos volátiles (ng/L-

μg/L) (Garde-Cerdán, Rubio-Bretón, et al., 2021; Kizildeniz et al., 2022), por lo 

que pueden enmascararlos y disminuir la capacidad predictiva de los modelos 

obtenidos. Estas diferencias pueden observarse en los espectros de absorción, 

sobre todo en el espectro obtenido mediante HSI para la región VIS+SW-NIR. 

Esto se debe a que en el rango de 450 nm a 700 nm hay una región de alta 

absorbancia, generalmente relacionada con compuestos fenólicos (ácidos 

fenólicos, estilbenos y flavonoides) (Diago et al., 2016; Fernández-Novales et al., 

2011). Si se comparan los espectros obtenidos para Tempranillo Blanco (Apartado 

4.3.1) con los obtenidos para Tempranillo (Apartado 4.3.3), se puede observar que 

en esta zona, la absorción en Tempranillo Blanco era mucho menor, debido a que 

las bayas de esta variedad se caracterizan por la pérdida de las antocianinas 

(Gutiérrez-Gamboa et al., 2020; Kizildeniz et al., 2022), compuestos flavonoides 



5.2. Uso de la HSI y la NIRS para la predicción de la composición aromática 

 
321 

 

que presentan su máximo de absorción a 520 nm (Diago et al., 2016; Fernández-

Novales et al., 2011). En el artículo de Álvarez-Cid et al. (2015), en el que estiman 

la composición de compuestos volátiles mediante HSI, en el rango de 400-1.000 

nm, para variedades de uva blancas y tintas, también obtienen medias de R2 

superiores en las variedades blancas que en las tintas.  

Por otro lado, se puede observar cómo los resultados obtenidos para HSI, en 

el rango VIS+SW-NIR (400-1.000 nm), y NIRS, en el rango de 1.100 nm a 2.100 nm 

fueron muy similares, siendo algo mejores los obtenidos mediante HSI en el 

rango VIS+SW-NIR. Estos resultados coinciden con los encontrados en el trabajo 

de Fernández-Novales et al. (2019), donde estiman la composición de 

aminoácidos en muestras de uva, mediante espectroscopía en el rango VIS+SW-

NIR (570-998 nm), y en el rango NIR (1.100-2.100 nm), obteniendo resultados 

similares, pero algo superiores en el rango VIS+SW-NIR. Asimismo, se sabe que, 

mediante HSI se obtiene mayor información que mediante espectroscopía, 

debido a que HSI combina la espectroscopía con la imagen convencional, lo que 

es de gran utilidad para obtener información tanto cualitativa como cuantitativa 

(Amigo et al., 2013; Ye et al., 2023).  

A pesar de eso, es posible aplicar tanto la HSI, en el rango VIS+SW-NIR (400-

1.000 nm), como la NIRS, en el rango 1.100-2.100 nm, para clasificar las bayas, al 

menos, según su alto o bajo contenido en compuestos volátiles, y así poder 

estimar la fecha de vendimia en función de la madurez aromática, hecho que no 

era posible hasta el momento. Por otra parte, si se instalan estos dispositivos en 

la zona de recepción de la bodega, se podrían clasificar las bayas en varias 

categorías en función de su composición aromática, y añadirse a distintos 

depósitos de fermentación, para elaborar vinos con diferentes características 

aromáticas y calidades.  
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Sin embargo, en los cuatro trabajos en los que se muestran los resultados de 

los modelos de calibración calculados y su evaluación mediante predicción 

externa, especialmente en los trabajos de Vitis vinifera L. Tempranillo, se puede 

observar como varias muestras, utilizadas para la predicción externa, se 

encuentran fuera del rango de nuestro modelo de calibración, lo que aumenta el 

SEP. Este hecho demuestra la necesidad de seguir trabajando en la construcción 

de modelos más robustos, que contengan una mayor cantidad de muestras en 

todos los rangos de concentraciones, con el objetivo de poder predecir de forma 

precisa cualquier muestra de concentración desconocida.   
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6.1. OPTIMIZACIÓN DE LOS MÉTODOS DE EXTRACCIÓN 

PARA EL ANÁLISIS DE COMPUESTOS VOLÁTILES EN 

MOSTO 

1. Tanto el método de SBSE-GC-MS, como su variante mSBSE-GC-MS, y al 

igual que la TF-SPME-GC-MS proporcionaron una extracción adecuada 

de los compuestos volátiles del mosto.  

2. Las mejores condiciones para la SBSE fueron: espacio de cabeza (HS), 

agitación a 500 rpm durante 6 horas a 20 ⁰C (Tª ambiente) y añadiendo 

NaCl a mitad del tiempo de extracción (3h).  

3. Las mejores condiciones para la mSBSE fueron: agitación a 500 rpm 

durante 6 horas a 60 ⁰C y sin añadir NaCl. 

4. Las mejores condiciones para TF-SPME con la fase absorbente de 

PDMS/CAR fueron: inmersión directa (DI) y agitación a 500 rpm durante 

6 horas a 20 ⁰C; con la fase absorbente de PDMS/DVB fueron: espacio de 

cabeza (HS) y agitación a 500 rpm durante 6 horas a 40 ⁰C.  

5. La técnica de SBSE realizó mejores extracciones, de la mayoría de 

compuestos volátiles identificados en el mosto, que la técnica de mSBSE.  

6. La técnica de TF-SPME con la fase absorbente de PDMS/CAR proporcionó 

una mejor extracción, de la mayoría de compuestos volátiles identificados 

en el mosto, que cuando se utilizaba esta misma técnica con la fase 

absorbente de PDMS/DVB.  

6.2. COMPARACIÓN DE LAS MEJORES CONDICIONES 

OBTENIDAS CON LOS MÉTODOS DE SBSE y TF-SPME  

7. La técnica de TF-SPME, con la fase absorbente de PDMS/CAR, 

proporcionó una mejor extracción, de la mayoría de compuestos volátiles 

identificados en el mosto, que la técnica de SBSE. 
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6.3. USO DE LA HSI Y LA NIRS PARA LA PREDICCIÓN DE LA 

COMPOSICIÓN AROMÁTICA Y LOS TSS EN BAYAS DE 

TEMPRANILLO BLANCO Y TEMPRANILLO 

8. Se han desarrollado nuevas herramientas basadas en el uso de imágenes 

espectrales (HSI) en el rango VIS+SW-NIR (400-1.000 nm), y de 

espectroscopía de infrarrojo cercano (NIRS) en el rango 1.100-2.100 nm, 

que permiten estimar, e incluso en ocasiones cuantificar, la composición 

volátil de las bayas de Tempranillo Blanco a lo largo de su maduración.  

9. Tanto la HSI como la NIRS permiten diferenciar entre valores altos, 

medios y bajos de concentración de los compuestos volátiles identificados 

en las bayas de Tempranillo.  

10. Se ha mostrado, por primera vez, que tanto la HSI como la NIRS permiten 

estimar la madurez tecnológica y la madurez aromática simultáneamente, 

de forma rápida, sin contacto y de manera no invasiva, en los diferentes 

estados de maduración de las bayas de Tempranillo Blanco y Tempranillo.   

11. La HSI proporciona mejores predicciones que la NIRS. Esto puede deberse 

a que la HSI dispone de una mayor información química y espacial al 

combinar la espectroscopía con la imagen convencional.  

12. Ambas tecnologías obtienen mejores resultados de predicción en 

Tempranillo Blanco que en Tempranillo, debido probablemente a que los 

compuestos fenólicos presentes en las uvas tintas se encuentran en mayor 

concentración (mg/L) que los compuestos aromáticos (ng/L-μg/L) y, por 

tanto, pueden enmascararlos y disminuir la capacidad predictiva de los 

modelos obtenidos.  

13. Los resultados obtenidos, tanto por HSI como por NIRS, en la predicción 

externa de la variedad Tempranillo, evidencian la necesidad de construir 

modelos con un mayor número de muestras y que cubran un mayor rango 
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de concentraciones, con el objetivo de disminuir el error cometido en la 

predicción de muestras desconocidas.  
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ANEXO I: Artículo de revisión sobre los avances en las técnicas analíticas 

para la extracción de compuestos volátiles de la uva y del vino  

Título: Advancement in analytical techniques for the extraction of grape 

and wine volatile compounds 

Publicado en: Food Research International 137 (2020) 109712 

Autores: Marín-San Román, S., Rubio-Bretón, P., Pérez-Álvarez, E. P., y 

Garde-Cerdán, T. 

Resumen 

En este trabajo de revisión se realiza un resumen sobre las técnicas 

tradicionales más utilizadas para la extracción de compuestos volátiles en uva y 

en vino, así como técnicas más actuales y novedosas. Las técnicas presentadas 

son: la extracción líquido-líquido (LLE, Liquid-Liquid Extraction), la extracción en 

fase sólida (SPE, Solid Phase Extraction), la microextracción en fase sólida (SPME, 

Solid Phase Microextraction), la extracción mediante barrita agitadora absorbente 

(SBSE, Stir Bar Sorptive Extraction) y la microextracción en fase sólida mediante 

tira de malla de carbono o película fina (TF-SPME, Thin Film-Solid Phase 

Microextraction).  

Para cada una de ellas se realizó una descripción, numerándose las principales 

características, así como las ventajas e inconvenientes frente a las otras técnicas, 

justificando, de este modo, el nacimiento de las técnicas más novedosas como 

una mejora de las técnicas clásicas.  

Este artículo de revisión se escribió tras una exhaustiva búsqueda 

bibliográfica, lo que sirvió para escoger las técnicas a optimizar en la presente 

tesis doctoral.  
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ANEXO II: Corrección de la Tabla 6 del Artículo 1 

Durante la escritura de la presente tesis doctoral, se pudo comprobar que la 

Tabla 6 del Artículo 1:  Optimization of stir bar sorptive extraction (SBSE) and 

multi-stir bar sorptive extraction (mSBSE) to improve must volatile compounds 

extraction, era incorrecta, por lo que se adjunta la Tabla 6 corregida (Tabla 8.1).   

Tabla 8.1. Corrección de la Tabla 6 del Artículo 1. Valores del área 
relativa con respecto al 2-octanol (P.I.) obtenidos con las condiciones 

globales de los dos métodos (SBSE y mSBSE) para cada uno de los 
compuestos. 

 
Los datos se muestran como media ± desviación estándar (n = 3). 
*Indican diferencias significativas entre métodos (p ≤ 0,05). La 
negrita indica el valor más alto del compuesto que muestra 
diferencias significativas.

 SBSE mSBSE p 
Terpenoides    

     Linalool 0,69 ± 0,01 0,13 ± 0,00 0,00* 
     α-Terpineol 0,15 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,00* 
     Geraniol 0,17 ± 0,02 0,11 ± 0,01 0,01* 
C13 norisoprenoides    
     β-Damascenona 0,06 ± 0,00 0,06 ± 0,01 0,37 
     β-Ionona 0,22 ± 0,00 0,69 ± 0,08 0,00* 
Bencenoides    
     Benzaldehído 0,04 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,72 
     2-Feniletanol 0,05 ± 0,01 0,02 ± 0,00 0,02* 
Ésteres     
     Acetato de isoamilo 2,32 ± 0,24 0,07 ± 0,01 0,00* 
     Hexanoato de etilo 0,72 ± 0,05 0,04 ± 0,01 0,00* 
     Octanoato de etilo 0,32 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,00* 
     Decanoato de etilo 0,07 ± 0,01 0,12 ± 0,00 0,00* 
Ácidos grasos    
     Ácido octanoico 0,15 ± 0,04 0,07 ± 0,01 0,03* 
     Ácido hexanoico 0,23 ± 0,03 0,11 ± 0,04 0,01* 
Alcoholes superiores    
     Alcohol de isoamilo 0,10 ± 0,01 0,00 ± 0,00 0,00* 
     Alcohol amílico 0,07 ± 0,01 0,00 ± 0,00 0,00* 
Compuestos C6    
     (Z)-3-hexen-1-ol 0,09 ± 0,01 0,01 ± 0,00 0,00* 
     Hexanal 1,79 ± 0,16 0,23 ± 0,17 0,00* 
     1-Hexanol 1,71 ± 0,56 0,08 ± 0,00 0,01* 
     (E)-2-Hexenal 0,10 ± 0,04 0,03 ± 0,01 0,04* 
     (E)-2-Hexen-1-ol 0,30 ± 0,05 0,02 ± 0,00 0,00* 
     2-Etil-1-hexanol 0,04 ± 0,01 0,02 ± 0,00 0,02* 
Otros compuestos    
     Decanal 0,04 ± 0,02 0,04 ± 0,00 0,69 
     Furanmetanol 0,05 ± 0,03 0,01 ± 0,00 0,08 
     Acetol 0,27 ± 0,14 0,05 ± 0,02 0,07 
     Jasmonato de metilo 0,00 ± 0,00 0,03 ± 0,08 0,38 
     Heptanal 0,03 ± 0,00 0,02 ± 0,02 0,00* 



 

 
 

 

 




